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Das Pankreaskarzinom ist mit einer sehr hohen Mortalität verbunden. Dies ist unter anderem 
durch die unspezifischen Symptome, den schnellen Krankheitsprogress und ein hohes  
Rezidivrisiko, resultierend in einer niedrigen 5-Jahres-Überlebensrate von nur 7%, bedingt.1 
Prognosen weisen auf, dass bis zum Jahr 2030 das Pankreaskarzinom die zweithäufigste 
Todesursache bei Krebspatienten in Deutschland  sein wird.2,3 Trotz wesentlicher Fortschritte 
in den letzten Jahren, sowohl in der Forschung als auch in der klinischen Behandlung, stehen 
für das Pankreaskarzinom nur wenige Behandlungsmöglichkeiten zur Verfügung. Die einzige 
kurativ intendierte Therapie bietet die Resektion des Tumors mit anschließender adjuvanter 
Chemotherapie. Im Vergleich zu anderen Tumorentitäten haben die etablierten 
Chemotherapeutika nur einen begrenzten Effekt. Für die hohe Chemoresistenz verantwortlich 
gemacht wird unter anderem das Tumorstroma, welches bis zu 90% des Tumorvolumens 
ausmacht.4–6 Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Stromazellen auf das 
Therapieansprechen von Pankreaskarzinomzellen in-vitro zu untersuchen.7 
Methodik 
Sechs primäre tumorassoziierte Fibroblasten (CAFs) wurden von insgesamt 50 Patienten 
gewonnen. Die Interaktion zwischen CAFs und zwei etablierten Tumorzelllinien (AsPC und 
Panc-1) wurde in indirekten und direkten Ko-Kulturen untersucht und mit den entsprechenden 
Monokulturen verglichen.7 Die Zellen wurden mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und einem Notch-
Inhibitor (γ-Sekretaseinhibitor) behandelt und die Zellviabilität eines jeden Komponenten 
mittels eines Zellproliferationsassays, XTT, gemessen.7 
Ergebnisse 
In den CAF Monokulturen zeigte sich eine wesentlich geringere Reduktion der Zellviabilität 
verglichen mit den Monokulturen der Tumorzelllinien. Es konnte für nicht-immortalisierte CAFs 
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gezeigt werden, dass diese durch eine Chemotherapie kaum beeinflusst werden und somit 
das Tumorstroma selbst als ein resistenter Bestandteil des Pankreaskarzinoms anzusehen 
ist.7 Während die Zellviabilität in indirekten Ko-Kulturen denen der Monokulturen ähnelte, 
sprachen direkte Ko-Kulturen kaum auf die untersuchten Therapeutika an.7 Die einzige 
effektive Therapie war die Ko-Therapie mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel.7 Da genau dieses 
Therapieregime auch in klinischen Studien als eines der effektivsten beschrieben wurde8, 
reflektiert das System der direkten Ko-Kulturen am ehesten die klinische Realität. Zudem 
wurden in direkten Ko-Kulturen Tumorzellagglomerate von CAFs umschlossen und formierten 
sich so zu käfig-ähnliche Strukturen.7 Obwohl der Notch-Signalweg bekanntermaßen in 
direkten Ko-Kulturen aktiviert ist9,10, konnte durch den Einsatz eines Notch-Inhibitors das 
Ansprechen auf die Chemotherapie in direkten Ko-Kulturen nicht verbessert werden. 
Zusammenfassung 
Abschließend konnte diese Arbeit zeigen, dass die Tumorresistenz im Wesentlichen durch die 
Eigenschaften der direkten Ko-Kulturen bedingt ist. Hierzu zählen der direkte Zell-Zell-Kontakt, 













Pancreatic cancer is one of the most lethal types of cancer because of its non-specific 
symptoms, rapid progress, high risk of relapse, all resulting in a low five-year survival rate of 
7%.1 Moreover, pancreatic cancer is progressively gaining attention since it is predicted to be 
the second most common lethal cause of cancer in Germany by 2030.2,3 Treatment options, 
however, are limited and resection and adjuvant chemotherapy offer the only curative way. 
Compared to other types of cancer, limited progress has been made and pancreatic cancer 
still remains highly chemoresistant to any chemotherapeutic treatment known. One of the 
major reasons for the high chemoresistance is thought to be the stroma component which 
makes up to 90% of the tumor volume.4–6 The main aim of this project, therefore, was to 
investigate the in-vitro effect stromal cells have on the therapeutic response of cancer cells.7  
Methods 
Six patient derived cancer associated fibroblasts (CAFs) were isolated from a cohort of 50 
patients. The interaction between CAFs and two well established cancer cell lines (AsPC and 
Panc-1) was investigated in indirect and direct co-cultures and compared to the corresponding 
monocultures.7 Cells were treated with gemcitabine, nab-paclitaxel and a Notch-inhibitor (γ-
secretase inhibitor) and the cell viabilities of each component was measured via XTT.7 
Results 
In CAF monocultures the reduction in cell viability was far less pronounced than in cultures of 
cancer cells. For the first time, non-immortalized CAFs were found to be highly chemoresistant 
indicating that the tumor stroma itself is a strongly resistant component of the tumor’s 
microenvironment.7 Whilst the therapeutic effect observed in indirect co-cultures was similar 
to that of monocultures, direct co-cultures hardly responded to any therapies.7 The only 
effective therapy being the co-therapy of gemcitabine and nab-paclitaxel.7 Since clinical 
studies have identified this co-therapy to be one of the most effective ones8, the system of 
direct co-cultures reflects clinical reality. Moreover, in direct co-cultures tumor cell 
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agglomerates were surrounded by CAFs, forming cage-like structures.7 Even though the Notch 
signaling pathway is known to be amplified in direct co-cultures9,10, treating direct co-cultures 
with a Notch-inhibitor did not show any therapeutic effect.  
Conclusion 
In conclusion, the results of this work have clearly linked the tumor’s chemoresistance to the 
characteristics specific to direct co-cultures. Namely direct cell cell contact, the extracellular 


















Kapitel 1   Einleitung 
1.1           Epidemiologie des Pankreaskarzinoms 
Das Pankreaskarzinom nimmt unter den verschiedenen Krebsarten eine besondere Rolle ein, 
da die Erkrankung trotz derzeitiger Therapieansätze mit einer sehr geringen Überlebensrate 
einhergeht und laut der American Cancer Society 2016 93% aller Patienten binnen der ersten 
fünf Jahre nach Diagnosestellung versterben.11  
Vergleicht man die Tumorinzidenzen unterschiedlicher Entitäten anhand der Krebssterbefälle, 
ist die des Pankreaskarzinoms verhältnismäßig niedrig. Während es bei Männern 2014 mit 
3,4% nur das zehnthäufigste Karzinom war, stand es für Frauen mit 3,8% an sechster Stelle 
(siehe Grafik 1).12 Wesentlich häufiger diagnostiziert wurden bei Männern u.a. Prostata-, 
Lungen- und Darmkrebs. Bei Frauen hingegen gehören Brustdrüsen-, Darm- sowie 
Gebärmutterkörperkrebs zu den häufigste Tumorentitäten.12  
 
Grafik 1 Prozentuale Verteilung der Tumorentitäten gemessen anhand aller 
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2014; Quelle: Zentrum Für Krebsregisterdaten 2014, 
Robert Koch Institut, modifiziert12 
Entgegen vieler anderer Krebserkrankungen unterscheiden sich Inzidenz und Mortalität des 
Pankreaskarzinoms jedoch kaum. Während 2014 in Deutschland 17.100 Menschen an 
Bauchspeicheldrüsenkrebs erkrankten, betrug die Anzahl der Sterbefälle in selbigem Jahr 
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16.600.12 Die Diagnose des Pankreaskarzinoms ist daher schwerwiegend und geht in den 
meisten Fällen mit dem Tod des Patienten einher.  
Die hohe Mortalität ist hauptsächlich durch ein spätes Auftreten der Symptome und einen 
schnellen, therapieresistenten Progress der Erkrankung bedingt. 80% bis 85% aller Patienten 
haben bei Diagnosestellung bereits ein fortgeschrittenes, nicht mehr resezierbares 
Pankreaskarzinom.13 Die klinische Symptomatik ist meist unspezifisch und kann aus 
Oberbauch- und Rückenschmerzen, B-Symptomatik und ggf. einem schmerzlosen Ikterus 
durch Verlegung des Gallenganges im Rahmen eines Pankreaskopfkarzinoms bestehen. 
Bekannte Risikofaktoren sind u.a. Rauchen, Adipositas, Diabetes mellitus, sowie chronische 
Pankreatitis.14 Auch eine familiäre Häufung wird beobachtet.14 
Bei direktem Vergleich der Krebssterbefälle in prozentualen Verteilung liegt das 
Pankreaskarzinom sowohl bei Männern (6,8% aller Krebssterbefälle), als auch bei Frauen 
(8,2% aller Krebssterbefälle) auf dem vierten Platz (siehe Grafik 2).12 
 
Grafik 2 Prozentuale Verteilung der Tumorentitäten gemessen anhand aller 
Krebssterbefälle in Deutschland 2014; Quelle: Zentrum Für Krebsregisterdaten 2014, 
Robert Koch Institut, modifiziert12 
Trotz intensiver Forschung konnte die 5-Jahres-Überlebensrate bei Patienten mit 
Pankreaskarzinom in den letzten dreißig Jahren kaum gesteigert werden.1 Zudem wird 
erwartet, dass das Pankreaskarzinom bis 2030 die zweithäufigste Todesursache nach dem 
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Lungenkarzinom bei Krebspatienten sein wird (siehe Grafik 3), häufiger als Brust- oder 
kolorektale Karzinome.2,3 Auf dieser Grundlage kommt dem Pankreaskarzinom eine zentrale 
Rolle zuteil und es bedarf weiterer Forschung, um die Biologie des Tumors besser zu 
verstehen und effektive therapeutische Möglichkeiten entwickeln zu können. 
 
Grafik 3  
Vorhergesagte Krebssterbefälle nach Tumorentitäten 
beider Geschlechter für 2020 und 2030; Quelle: Quante 
AS, Ming C, Rottmann M, Engel J, Boeck S, Heinemann 
V, Westphalen CB, Strauch K. Projections of cancer 
incidence and cancer-related deaths in Germany by 
2020 and 2030. Cancer Med 2016;5:2649-2656, 
modifiziert3 
 
1.2           Therapie des Pankreaskarzinoms 
Die einzige kurative Therapie des Pankreaskarzinoms besteht in der radikalen chirurgischen 
Resektion des gesamten Tumors. Histopathologisch darf hierfür kein Tumorgewebe am 
Resektionsrand nachweisbar sein (R0-Resektion). Im Fall einer erfolgreichen R0-Resektion 
kann eine 5-Jahres-Überlebensrate von 24,2% erreicht werden, die bei einer R2-Resektion 
drastisch abfällt.15 
Chemotherapeutisch wird das Pankreaskarzinom in der Regel sowohl adjuvant, als auch 
palliativ behandelt. 5-Fluorouracil (5-FU), ein Pyrimidinanalogon, welches als Antimetabolit 
anstelle von Uracil in die DNA eingebaut wird und somit die DNA-Synthese inhibiert, war das 
erste Therapeutikum, das bereits in den 1950ern bei der onkologischen Behandlung des 
Pankreaskarzinoms zur Behandlung kam.16 Des Weiteren konnte für 5-FU eine Hemmung der 
Thymidilatsynthase, einem Schlüsselenzym der de-novo Synthese des Nukleotids 
Desoxythymidinmonophosphat (dTMP), nachgewiesen werden.17 
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Erst Mitte der 1990er wurde ein weiteres Therapeutikum für die Behandlung des 
Pankreaskarzinoms entdeckt. Das Nukleosidanalogon Gemcitabin inhibiert die DNA Synthese 
und stoppt den Zellzyklus in der G1/S-Phase.18,19 Über verschiedene Nukleosidtransporter 
wird es teils reversibel in die Zelle transportiert und mehrmals phosphoryliert.18,19 Die erste 
Phosphorylierung ist reversibel. Das Triphosphat ist der eigentlich aktive Metabolit. Es wird in 
die DNA eingebaut, hemmt die DNA Polymerase und stoppt so die Synthese der DNA. 18,19 
Zudem inhibiert das Diphosphat die Ribonukleotidreduktase, die die Synthese des 
konkurrierenden Nukleosidanalogons Desoxycytidintriphosphat (dCTP) hemmt und somit die 
Wirkung von Gemcitabin amplifiziert.18,19 Intrazellulär abgebaut wird Gemcitabin von der 
Cytidindeaminase (CDA) durch eine Deaminierung von Gemcitabinmonophosphat zu 
Difluorodeoxyuridinmonophosphat, das die Thymidilatsynthase inhibiert (siehe Grafik 4).18,19 
 
       Grafik 4 Vereinfachter    Wirkmechanismus   von    Gemcitabin;   C.C.M.   Neumann,    Grafik  
       basierend auf Amrutkar M, Gladhaug IP. Pancreatic Cancer Chemoresistance to Gemcitabin.   
       Cancers (Basel) 2017;9. 
In einer Studie mit 126 Patienten, die an einem nichtresezierbaren Pankreaskarzinom erkrankt 
waren, konnten Burris et al. 1997 eine geringe Lebensverlängerung von 4,41 Monaten (5-FU) 
auf 5,65 Monaten durch die palliative Behandlung mit Gemcitabin feststellen (P = 0,0022, siehe 
Tabelle 2). Neben der längeren Lebensdauer war das verbesserte klinische Wohlbefinden der 
Patienten ein entscheidender Vorteil bei der Behandlung mit Gemcitabin. Diese berichteten 




Auch in der adjuvanten Situation mit kurativer Intention nach R0 oder R1 Resektion konnte ein 
deutlicher Vorteil von Gemcitabin im Vergleich zu einer unbehandelten Gruppe von 722 
Patienten in der CONKO-001 Phase-III-Studie nachgewiesen werden. Sowohl das mediane 
Überleben (22,8 versus 20,2 Monate, P = 0,01), als auch das mediane krankheitsfreie 
Überleben (13,4 versus 6,7 Monate, P < 0,001) wurden signifikant verbessert.22 Jedoch konnte 
kein Vorteil von Gemcitabin gegenüber 5-FU bei der adjuvanten Behandlung nach R0 und R1 
Resektion in einer anderen Phase-III-Studie mit 1088 Patienten (ESPAC-3) nachgewiesen 
werden (siehe Tabelle 1).21 
 
Tabelle 1 Überblick der randomisierten Phase-III-Studien bei adjuvanter Chemotherapie nach R0/R1 
Resektion 
In Folge der positiven Ergebnisse von Gemcitabin in der adjuvanten und palliativen Therapie 
folgten Studien, bei denen Gemcitabin mit anderen Chemotherapeutika, wie z.B. cis-Platin, 
kombiniert wurde.16 Diese Studien ergaben jedoch keinen zusätzlichen Überlebensvorteil für 
die behandelten Patienten. 16 
Eine 2011 veröffentlichte Phase-III-Studie von Conroy et al. brachte weitere Erkenntnisse für 
die palliative Behandlung des metastasierten Pankreaskarzinoms. Durch die Behandlung mit 
FOLFIRINOX (Folsäure, 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin) konnte das mediane Überleben 
signifikant von 6,8 auf 11,1 Monate erhöht werden (P < 0,001, siehe Tabelle 2). Auch das 
mediane krankheitsfreie Überleben stieg von 3,3 Monate auf 6,4 Monate (P < 0,001).23 Bei 
diesem Behandlungsregime wurden jedoch starke Nebenwirkungen festgestellt, u.a. 


















































Thromboserisiko. Daher wird FOLFIRINOX nur als Erstlinientherapie bei der palliativen 
Behandlung des metastasierten Pankreaskarzinoms für Patienten in gutem klinischen Zustand 
empfohlen (ECOG Performance Status 0 oder 1, Alter < 76, keine kardiale Ischämie, normale 
Bilirubinwerte). 
Als alternativer Behandlungsplan bei Patienten in schlechtem klinischem Zustand steht derzeit 
die Kombinationstherapie von Gemcitabin mit nab-Paclitaxel zur Verfügung. Bei der 
Behandlung von 861 Patienten in einer Phase-III-Studie konnte bei der Kombinationstherapie 
eine deutliche Steigerung des medianen Überlebens im Vergleich zur Monotherapie mit 
Gemcitabin aufgezeigt werden (8,5 vs. 6,7, P < 0,001). Auch das mediane krankheitsfreie 
Überleben stieg von 3,7 auf 5,5 Monate (P < 0,001, siehe Tabelle 2).8 Obwohl nab-Paclitaxel 
in der Klinik mittlerweile routinemäßig eingesetzt wird, ist der genaue Wirkmechanismus nur 
teilweise verstanden. Nab-Paclitaxel ist ein an Albumin gebundenes Taxol, das ein besseres 
Verteilungsvolumen und eine höhere Bioverfügbarkeit hat, als konventionelles Paclitaxel, das 
als Spindelgift bzw. Mitoseinhibitor wirkt.24 In einem Mausmodell konnte nachweislich gezeigt 
werden, dass sich nab-Paclitaxel besonders im Stroma des Pankreaskarzinoms anreichert 
und somit die in einer kleinen klinischen Studie mit 16 Patienten beobachtete Stromareduktion 
(geringere Anzahl von krebsassoziierten Fibroblasten) bei der Behandlung mit Gemcitabin mit 
nab-Paclitaxel erklärt.25,26 Die sogenannte desmoplastische bzw. Bindegewebe-bildende 
Reaktion im Pankreaskarzinom führt zu einem sehr dichten Stroma, das durch die 
nachfolgende Hypovaskularisierung zur Chemoresistenz des Tumors beiträgt. Es wird 
vermutet, dass die durch nab-Paclitaxel hervorgerufene Stromareduktion das Tumorgewebe 
auflockert, die Barrierefunktion des Stromas durchbricht und somit eine Anreicherung von 
Gemcitabin in den Krebszellen begünstigt.26 Obwohl in den klinischen Studien und in mehreren 
Mausmodellen von einer Stromareduktion bei der Therapie mit nab-Paclitaxel berichtet 
wurde25,27,28, konnte in anderen Mausmodellen keine Stromareduktion bei identischer Therapie 
beobachtet werden.26,29 Ursprünglich wurde angenommen, dass sich nab-Paclitaxel durch den 
Albumintransporter SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein) in den Stromazellen 
anreichert. Andere Untersuchungen widersprachen jedoch dieser Theorie und konnten eine 
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SPARC-unabhängige Aufnahme von nab-Paclitaxel in die Zelle nachweisen.26,29 Zudem 
konnte in einer Phase-III-Studie (MPACT Trial) mit 256 Patienten gezeigt werden, dass die 
SPARC-Expression nicht mit dem Therapieansprechen von nab-Paclitaxel korreliert.30 Auf 
Grund dieser sich widersprechenden klinischen und experimentellen Ergebnissen bleibt der 
genaue Wirkmechanismus von nab-Paclitaxel bis auf Weiteres unklar. Zudem ist bekannt, 
dass nab-Paclitaxel das Gemcitabin-abbauende Enzym, die Cytidindeaminase (siehe Grafik 
4), hemmt und somit die intrazelluläre Konzentration von Gemcitabin und dessen 
Wirkungsgrad erhöht.31 
Ein neuer Ansatz in der Behandlung von onkologischen Erkrankungen stellt die Immuntherapie 
dar, die in den letzten Jahren wesentlicher Bestandteil onkologischer Forschung und 
onkologischen Fortschritts gewesen ist. Analog zu anderen Tumorentitäten kann das 
Pankreaskarzinom Strategien zur sogenannten Immunevasion entwickeln. Durch gezielte 
Antikörper kann die Evasion inhibiert und dadurch eine stärkere Immunreaktion des Körpers 
gegen den Tumor hervorgerufen werden. Entsprechende Studien mit Immunantikörpern, wie 
z.B. Ipulimumbar, sind jedoch noch in ihrer Anfangsphase. Schlüsse hinsichtlich eines 
Behandlungserfolgs können zu diesem Zeitpunkt noch nicht gezogen werden. Da 90% aller 
Pankreastumoren eine Überexpression des Epidermal Growth Factor-Rezeptors (EGFR) 
aufweisen und dieser Rezeptor entscheidend für die Zellproliferation der Tumorzellen ist16, war 
es naheliegend den Tumor durch eine Inhibition dieses Rezeptors gezielt zu therapieren. In 
einer Phase-III-Studie mit 569 Patienten mit dem EGFR-Antikörper Erlotinib in Kombination 
mit Gemcitabin konnte allerdings nur ein moderater Anstieg des medianen Überlebens 




   Tabelle 2  Überblick   der   randomisierten   Phase-III-Studien   bei   adjuvanter  Chemotherapie   bei    
   metastasiertem Pankreaskarzinom 
Signalwegsinhibitoren verfolgen dagegen einen anderen Therapieansatz. Durch die Inhibition 
von hochregulierten Signalwegen im Pankreaskarzinom, die die Proliferation, Metastasierung 
und Resistenz des Tumors begünstigen, wird versucht dem Effekt dieser Signalwege  
entgegenzuwirken und somit aufzuheben. Ein bekannter Signalweg ist der Sonic Hedghog 
(Shh)-Signalweg.16 Während im Mausmodell die Inhibitoren des Shh-Signalweges zu einer 
Auflockerung des Stromas und einer höheren Wirksamkeit von Gemcitabin führten, musste 
eine Phase-II-Studie mit einem Shh-Inhibitor (IPI-926) aufgrund eines deutlich reduzierten 
Überlebens abgebrochen werden.16  
Ein weiterer im Pankreaskarzinom entscheidender Signalweg ist der Notch-Signalweg (siehe 
Grafik 5).33 Dieser ist vor allem für Zellproliferation, Differenzierung und Zellentwicklung von 
großer Bedeutung. Durch Ligandenbindung an unterschiedlichen Notch-Rezeptoren kommt es 
zu zwei aufeinanderfolgenden proteolytischen Spaltungen des Rezeptors. Die erste 
proteolytische Spaltung erfolgt durch sogenannte ADAM-Proteasen, die zweite durch die 
































































































anschließend in den Zellkern und beeinflusst die Exprimierung unterschiedlicher Gene, die 
das Tumorwachstum (C-myc, Cyclin D1, Hes, Hey, Cox-2), die Invasion, Metastasierung und 
Migration (VEGF, MMP9) beeinflussen.34 Ein potentieller therapeutischer Ansatz zur Inhibition 
des Notch-Signalweges ist der γ-Sekretaseinhibitor (GSI), dessen Einsatz bereits in 
Mausmodellen des Pankreaskarzinoms zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum 
führte.35,36  
Cook et al. publizierten im März 2018 eine Phase-I-Studie, in der 44 
Pankreaskarzinompatienten mit Gemcitabin und einem γ-Sekretaseinhibitor (MK-0752) 
behandelt wurden. Insgesamt wurde bei 13 Patienten ein verlängertes stabiles Krankheitsbild 
und bei einem Patienten ein Therapieansprechen beobachtet. Das mediane Überleben betrug 
8,2 Monate, allerdings ohne Vergleichsgruppe mit einer Gemcitabin Monotherapie.37 Größere 
klinische Studien zur Untersuchung von γ-Sekretaseinhibitoren bei der Behandlung des 
Pankreaskarzinoms wurden bislang noch nicht durchgeführt. 
Grafik 5  
Darstellung des Notch-Signalweges;  
NEC – Notch ExtraCellular subunit,  
NTM – Notch TransMembrane subunit,  
NEXT – Notch extracellular truncated,  
NICD – Notch Intracellular Domain,  
CSL – C Protein Binding Factor 1 
Quelle: Yuan X, Wu H, Xu H, Xiong H, 
Chu Q, Yu S, Wu GS, Wu K. Notch 
signaling: An emerging therapeutic 
target for cancer treatment. Cancer 
Letters 2015;369:20-27, modifiziert33 
Neben der adjuvanten und palliativen Chemotherapie wird seit einigen Jahren auch die 
Möglichkeit einer neoadjuvanten Therapie für das Pankreaskarzinom diskutiert. Es konnte in 
Studien gezeigt werden, dass eine neoadjuvante Behandlung zu höheren R0 Resektionsraten 
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bei Patienten mit Borderline- oder lokal fortgeschrittenem Tumor führt und somit das mediane 
Überleben verlängert werden kann.38 Eine neoadjuvante Behandlung wird derzeit in 
zahlreichen Studien durchgeführt, ist allerdings noch kein Bestandteil der Leitlinientherapie 
des Pankreaskarzinoms.38 
Basierend auf den bisherigen Forschungsergebnissen lässt sich zusammenfassen, dass 
innerhalb der letzten 10 Jahre deutliche Fortschritte in der Therapie des Pankreaskarzinoms 
gemacht werden konnten. Dennoch sind die Therapieergebnisse meist noch immer nicht 
zufriedenstellend und viele Patienten versterben frühzeitig. Weitere Erkenntnisse und 
intensive Forschung sind daher essentiell für die Entwicklung besserer 
Behandlungsmöglichkeiten. 
1.3           Das Tumorstroma des Pankreaskarzinoms 
Die Heterogenität und Komplexität des Pankreaskarzinoms ist eine große Hürde für eine 
effektive Therapie. Eine der wichtigsten Komponenten des Pankreaskarzinoms stellt das 
Tumorstroma dar. Es kann bis zu 90% des Tumorvolumens ausmachen4–6 und ist histologisch 
gut abgrenzbar (siehe Grafik 6).  
   
Grafik 6 H&E Färbung von humanem normalem und tumorösem Pankreasgewebe; Quelle: Whatcott 
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Es wird vermutet, dass das Tumorstroma mitverantwortlich für die hohe Chemoresistenz, das 
schnelle Tumorwachstum, sowie für die frühe Metastasierung des Pankreaskarzinoms ist.41 
Es dient den Tumorzellen als physikalische Barriere, die die Diffusion und Perfusion von 
Sauerstoff aber auch Chemotherapeutika einschränkt.41 Inflammatorische Reaktionen im 
Tumor führen zu einer Fibrosierung, die den interstitiellen Flüssigkeitsdruck im Tumor erhöhen 
und somit die Diffusion von Substanzen verlangsamen.42  Zeitgleich werden Gefäße 
komprimiert, was zu einer Minderperfusion des Tumors führt.42 Ein wichtiger Bestandteil des 
Tumorstromas, der zur Barrierefunktion beiträgt, ist die Hyaluronsäure. In einem Mausmodell 
konnten Provenzano et al. durch eine Hyaluronidase (PEGPH20) das Stroma deutlich 
reduzieren und die Barrierefunktion des Tumorstromas durchbrechen.42 Sowohl die Perfusion, 
als auch die Diffusion wurden so deutlich verbessert. Dadurch konnte bei einer Ko-Therapie 
Gemcitabin zu den Tumorzellen durchdringen und seine chemotherapeutische Wirkung 
entfalten. Dies führte zu einem 1,6-fachen Anstieg des medianen Überlebens der Mäuse von 
55,5 auf 91,5 Tage (P = 0,004).42 In einer im Februar 2018 veröffentlichten Phase-II-Studie mit 
279 Patienten wurde PEGPH20 zusammen mit nab-Paclitaxel und Gemcitabin verabreicht und 
mit der alleinigen Ko-Therapie nab-Paclitaxel und Gemcitabin verglichen.43 Auch hier konnte 
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ein besseres Therapieansprechen und ein höheres medianes Überleben der Patienten mit 
hyaluronreichen Tumoren beobachtet werden (11,7 vs. 7,8 Monate, P = 0,13).43 
Sowohl die eingeschränkte Perfusion und Diffusion von Sauerstoff in das Tumorgewebe44, als 
auch der erhöhte metabolische Umsatz der Tumorzellen45 tragen zu einem hypoxischen 
Tumormilieu bei. Masamune et al. konnten zeigen, dass tumorassoziierte Fibroblasten 
(Cancer Associated Fibroblasts, CAFs) unter hypoxischen Bedingungen zur Synthese von 
extrazellulären Matrixproteinen stimuliert werden.46 Die daraus resultierende desmoplastische 
Reaktion schränkt die Diffusion und Perfusion weiter ein und reduziert zusätzlich die 
Sauerstoffzufuhr. Zudem ist bekannt, dass die hypoxische Umgebung einen starken 
Migrationsreiz für Tumorzellen darstellt.47 Das hypoxische Milieu begünstigt die epithelial-
mesenchymale Transition, reduziert Zell-Zell-Kontakte und erhöht die Interaktionen der Zellen 
mit Integrinen und anderen Zelladhäsionsmolekülen.48 Die Folge ist ein erhöhtes 
Metastasierungspotential. Ferner werden in den Tumorzellen durch die sauerstoffarme 
Umgebung Transkriptionsfaktoren (u.a. HIF-1α) hochreguliert.49 Diese Transkriptionsfaktoren 
aktivieren nachweislich Signalwege, die eine Chemoresistenz gegenüber Medikamenten wie 
Gemcitabin begünstigen.49 Somit kann festgehalten werden, dass das hypoxische 
Tumorstroma die Physiologie des Tumors auf entscheidende Weise beeinflusst und zu einer 
erhöhten Fibrosierung, Metastasierung und Chemoresistenz beiträgt. 
Ein weiterer Bestandteil des Tumors sind die Tumorstammzellen, die weniger als 5% des 
Tumorvolumens ausmachen, jedoch aufgrund ihres hohen Proliferationspotentials von 
entscheidender Bedeutung sind50,51 und zu Tumorzellen differenzieren können.52,53 Sie 
exprimieren in der Regel vermehrt ATP Binding Cassette (ABC)-Transporter, die zu einem 
erhöhten Efflux von Chemotherapeutika und einer dadurch resultierenden Chemoresistenz 
führen. Subgruppen von Tumorstammzellen exprimieren weniger E-Cadherin, was die 
Metastasierung dieser Zellen begünstigt.52 Eine klinische Studie von Ischenko et al. konnte 
zeigen, dass eine höhere Tumorstammzellpopulation im Pankreaskarzinom mit einer deutlich 
geringeren 5-Jahres-Überlebensrate korreliert.54 Hierbei wurden Tumorresektate von 80 
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Patienten hinsichtlich des für Tumorstammzellen spezifischen Markers CD133 untersucht.54 
Bei Patienten ohne nachweisliche CD133-positive Stammzellfraktion lag die 5-Jahres-
Überlebensrate bei 23,5%.54 Bereits ein Anstieg der CD133-positiven Tumorstammzellen auf 
bis zu 5% aller Tumorzellen ging mit einer deutlich geringeren 5-Jahres-Überlebensrate von 
3,4% einher. Bei über 5% fiel die 5-Jahres-Überlebensrate auf 0%.54 Daher kann 
geschlussfolgert werden, dass eine alleinige Tumorregression nicht unbedingt mit einem 
besseren Überleben korrelieren muss, da der Anteil der Tumorstammzellen entscheidend für 
die hohe Proliferations-, Metastasierungs- und Rezidivrate des Pankreaskarzinoms ist. Drei 
sehr wichtige und evolutionär konservierte Signalwege Wnt, Hedgehog und Notch sind 
nachweislich für die Selbsterneuerung und Differenzierung der Stammzellen von großer 
Bedeutung.55  Eine Inhibition einer dieser Wege bietet daher eine gezielte Therapie gegen 
Tumorstammzellen. Am Beispiel des Notch-Signalweges konnte in-vitro gezeigt werden, dass 
eine Signalwegsinhibition durch einen γ-Sekretaseinhibitor zu einer Reduktion der 
Tumorstammzellpopulation führt und das Migrations- und Invasionsverhalten der Zellen 
deutlich einschränkt.56 Des Weiteren konnten Abel et al. in einem Mausmodell durch den 
Einsatz eines γ-Sekretaseinhibitors das Tumorwachstum aufhalten und nachweislich die 
Stammzellpopulation in-vivo reduzieren.57 
Die zelluläre Komponente des desmoplastischen Stromas bilden die tumorassoziierten 
Fibroblasten (CAFs). Sie entstammen aus unterschiedlichen Ursprungszellen, vor allem aber 
aus ruhenden pankreatischen Stellarzellen (PSCs).58 Gewebsfibroblasten, 
Knochenmarkszellen und Fibrozyten können ebenfalls zu CAFs differenzieren.58 Es wird 
zudem angenommen, dass CAFs über Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) von 
Epithelzellen entstammen können (siehe Grafik 8).58 Allen CAFs gemeinsam ist die Expression 





Zellulärer Ursprung von Tumor-
assoziierten Fibroblasten (CAFs), 
PSCs – Pankreatische 
Stellarzellen,  
EMT – Epithelial-Mesenchymale 
Transition;  
Quelle: Nielsen MFB, Mortensen 
MB, Detlefsen S. Key players in 
pancreatic cancer-stroma 
interaction: Cancer-associated 
fibroblasts, endothelial and inflammatory cells. World J Gastroenterol 2016;22:2678-2700, modifiziert58  
Die Differenzierung zu CAFs wird durch inflammatorische Mediatoren, wie Interleukin (IL)-1, 
IL-6, IL-10, Tumornekrosefaktor (TNF)-α und TNF-β begünstigt.58 Ruhende PSCs verlieren 
ihre intrazellulären Vitamin-A-Speicher und beginnen α-SMA zu exprimieren.58 Im aktivierten 
Zustand produzieren CAFs selbst inflammatorische Botenstoffe und sind Hauptproduzenten 
extrazellulärer Matrixproteine und parakriner Mediatoren, die die Proliferation, Inflammation, 
Zellmotilität, Migration und Invasion stimulieren.49,58  
Über Zytokine und Wachstumsfaktoren kommunizieren CAFs mit Tumorzellen und 
beeinflussen selbige. Ein exemplarisches Beispiel für die Tumor-Stroma-Interaktion ist die 
Stromal cell-Derived Factor-1α (SDF-1α) / CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) Achse. 
CAFs sezernieren das Chemokin SDF-1α, das mit dem von Tumorzellen exprimierten 
Chemokinrezeptor CXCR4 interagiert.59 Die Aktivierung von CXCR4 führt nachweislich zu 
einer autokrinen Sekretion von IL-6, das die Expression von Apoptosegenen in den 
Tumorzellen herunterreguliert und damit die Apoptose inhibiert.59 Zudem konnte gezeigt 
werden, dass die Inhibition dieser Kaskade zu einer gesteigerten Wirksamkeit von Gemctitabin 
in in-vitro Experimenten führte.59 Die Tumor-Stroma-Interaktion ist äußerst komplex, da neben 
IL-6 auch andere Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie z.B. IL-1, IL-6, IL-10, TNF-α, TNF-β 
und PDGF, die Proliferation, Zellinvasion, Migration und Fibrosierung beeinflussen.60–65  
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Auch die extrazelluläre Matrix selbst hat einen Effekt auf die Tumorzellen und die 
Resistenzentwicklung gegenüber unterschiedlichen Chemotherapeutika. Miyamoto et al. 
konnten in in-vitro Experimenten zeigen, dass die alleinige Interaktion von Tumorzellen mit  
Bestandteilen der extrazellulären Matrix (Fibronektin, Kollagen I und IV) ein vermindertes 
Therapieansprechen der Tumorzellen gegenüber Gemcitabin, cis-Platin und 5-FU zur Folge 
hat.66 
Nicht immer führt jedoch eine Stromareduktion zu einer Tumorreduktion. In einem Experiment 
untersuchten Özdemir et al. genetisch modifizierte Mäuse, bei denen eine Expression der 
Thymidinkinase des Herpes-simplex-Virus mit dem Promotor des α-SMA-Gens gekoppelt 
war.67,68 Bei der Behandlung mit Ganciclovir konnte das Virostatikum durch die Thymidinkinase 
in eine aktive Form, die die Zellreplikation inhibiert, umgewandelt werden und somit α-SMA-
positive Fibroblasten abtöten.67 Die so behandelten Tumoren zeigten eine deutliche Reduktion 
des Stromas. Entgegen den ursprünglichen Erwartungen führte die Reduktion des 
Stromavolumens zu gesteigertem Tumorwachstum, geringerer Differenzierung, erhöhter 
Metastasierungstendenz und verfrühter Mortalität.67 In einem anderen Mausmodell wurde eine 
Stromareduktion durch die genetische und pharmakologische Inhibition des Shh-Signalweges 
hervorgerufen. Einem Schlüsselsignalweg, der für die desmoplastischen Reaktionen im 
Pankreastumor verantwortlich gemacht wird. Auch in diesem Fall führte die Reduktion des 
Stromas zu einem schnellen Progress des Pankreaskarzinoms und einer erhöhten Mortalität.69 
Des Weiteren musste eine Phase-II-Studie mit dem Shh-Inhibitor Saridegib abgebrochen 
werden, da die Reduktion des Stromas durch die Therapie mit einer deutlich reduzierten 
Lebenserwartung der Patienten einherging.70 Auch eine erhöhte Stromadichte bei humanen 
Tumorresektaten konnte mit einer signifikant erhöhten Lebenserwartung korreliert werden.71 
Ein Erklärungsansatz für diese widersprüchlichen Ergebnisse birgt die zelluläre Komponente 
des Stromas, die hauptsächlich aus krebsassoziierten Fibroblasten (CAFs) besteht. Öhlund et 
al. konnten nachweisen, dass CAFs sowohl in-vitro, als auch in-vivo Subpopulationen von 
inflammatorischen und myofibroblastischen CAFs bilden. Während in inflammatorischen CAFs 
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eine reduzierte Expression von α-SMA und eine gesteigerte IL-6 Sekretion beobachtet wurde, 
verhielten sich myofibroblastische CAFs genau gegenteilig (α-SMA Expression erhöht, IL-6 
Sekretion verringert).72 In dem von Özdemir et al. bereits erwähnten Mausmodell wurde eine 
prognostisch ungünstige Stromareduktion durch die Reduktion von α-SMA-positiven 
Fibroblasten herbeigeführt. In diesem Fall kann angenommen werden, dass die 
Stromareduktion wahrscheinlich mit einer selektiven Reduktion der myofibroblastischen CAFs, 
einer bevorzugten Selektion inflammatorischer CAFs und einer gesteigerten IL-6 Sekretion 
einhergegangen ist und mit einer schlechteren klinischen Prognose korreliert. Mit der 
Stromareduktion einhergehend konnte in selbigem Mausmodell eine veränderte Komposition 
von Immunzellen im Tumorstroma beobachtet werden. Die Konzentration von zytotoxischen 
T-Zellen fiel ab, die regulatorischer T-Zellen stieg an. Auch eine Amplifikation von CTLA-4, 
einem Oberflächenprotein auf T-Zellen, konnte beobachtet werden.67 Durch eine gezielte 
Reduktion der T-Zellen durch den humanen CTLA-4 Antikörper Iplimimumab konnte der 
negative Effekt der Stromareduktion in diesem Mausmodell aufgehoben werden.67 
Immunzellen sind ein zentraler Bestandteil des Tumorstromas. Es ist bekannt, dass 
Leukozyteninfiltrate prinzipiell mit einer schlechteren Prognose korrelieren.40 Durch den 
inflammatorischen Prozess innerhalb des Tumorstromas kommt es zu einer vermehrten 
Ausschüttung von Zytokinen und Chemokinen, die die Aktivierung von CAFs und die daraus 
resultierende Fibrosierung und Chemoresistenzentwicklung begünstigt.49 Untersuchungen 
von Amit et al. zeigten zudem, dass auch tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) einen Effekt 
auf Tumorzellen haben. Über parakrine Faktoren wurde die Expression der Cytidindeaminase, 
des Abbauenzyms von Gemcitabin (siehe Grafik 4), in Tumorzellen amplifiziert und eine 
entsprechende Chemoresistenz hervorgerufen.73 Eine andere wichtige Funktion der 
Immunzellen ist die Ausschüttung eines spezifischen Zytokinprofils, das eine 
Immunsuppression des Tumors ermöglicht.74  
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Somit lässt sich festhalten, dass einerseits ein besseres Ansprechen einer Therapie durch 
eine Stromareduktion möglich ist, andererseits jedoch eine Reduktion des Stromas durch die 
Verringerung seiner protektiven Elemente genau gegenteilige Effekte herbeiführen kann. 
1.4           In-vitro Modelle des Pankreaskarzinoms 
Die ersten in-vitro Untersuchungen des Pankreaskarzinoms basierten auf einfachen 
zweidimensionalen Zellkulturen von standardisierten und immortalisierten Tumorzelllinien, um 
das Wachstumsverhalten neoplastischer Zellen zu untersuchen und zu normalem 
Pankreasgewebe zu differenzieren (siehe Grafik 9 A und B).75,76 Dies ermöglichte genomische 
Analysen dieser Zelllinien und funktionelle Untersuchungen von Migration, Invasion, 
Tumorgenität und Chemoresistenz.77 
Allerdings ist inzwischen akzeptiert, dass nicht nur die Untersuchung von Tumorzellen, 
sondern auch die von Tumorstromazellen essentiell ist. Als Resultat wurden neue in-vitro 
Systeme entwickelt, in denen 
Tumor- und Stromazellen 
miteinander interagieren und sich 
gegenseitig beeinflussen konnten 
(siehe Grafik 9 C bis E). 
 
 
Grafik 9 Schematische Darstellung 
von zwei-dimensionalen 
Kultursystemen, Monokulturen von A 
Tumorzellen und B Tumor-
assoziierten Fibroblasten (CAFs), C 
System der präkonditionierten 
Medien, D indirekter Ko-Kulturen und 
E direkter Ko-Kulturen; Quelle: 
C.C.M. Neumann, 2019 
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Das mit Abstand einfachste und immer noch häufig verwendete Kultursystem ist das der 
präkonditionierten Medien (siehe Grafik 9 C).9,59,78,79 Hierbei wird eine Zellart für eine 
bestimmte Zeit inkubiert, das Medium anschließend abgenommen und in eine andere 
Kulturflasche, die einen anderen Zelltyp enthält, überführt. Somit kann auf einfachstem Weg 
untersucht werden, inwieweit die einen Zellen die anderen über lösliche Faktoren 
beeinflussen. Klarer Nachteil dieser Methode ist eine unidirektionale Interaktion, welche die 
Tumor-Stroma-Interaktion sehr vereinfacht. 
Ein etwas komplexeres System, das eine Interaktion zwischen Tumor- und Stromazellen 
zulässt, sind Transwell-Systeme (siehe Grafik 9 D).80,81 In Transwell-Versuchen wächst eine 
Zellart im unteren Well, die andere auf der Membran des Inlays. Geteilt werden die zwei 
Kompartimente durch eine poröse Membran, die einen Austausch des Mediums und der darin 
enthaltenen löslichen Faktoren ermöglicht. Eine größere Porengröße der Membran kann die 
Migration der Zellen im Inlay durch die Membran in das untere Kompartiment zulassen. Diese 
Variante findet als Boyden-Chamber breite Anwendung für die in-vitro Untersuchung von 
Migration.82–84  
In direkten Ko-Kulturen werden unterschiedliche Zelltypen zusammen in einem gemeinsamen 
Kompartiment ausgesetzt (siehe Grafik 9 E).10 Hierbei sind direkte Zell-Zell-Kontakte möglich 
und erlauben eine kontaktspezifische Interaktionskomponente zusätzlich zur parakrinen 
Kommunikation. 
Innerhalb der letzten Jahre wurde der Fokus zunehmend auf dreidimensionale in-vitro Kulturen 
gerichtet. Durch die dritte Dimension werden die Zell-Zell-Kontakte erhöht und die Interaktion 
zwischen den Zellen gefördert. Entgegen zweidimensionaler Kulturen, können sich in drei 
Dimensionen nekrotische und hypoxische Areale innerhalb der Kultur durch die 
Unterversorgung der im Kern befindlichen Zellen bilden. Auch die Morphologie 
dreidimensionaler Kulturen gleicht eher der Morphologie in-vivo.85 Luca et al. zeigten 2013, 
dass sich zwei- von dreidimensionalen Zellkulturen von ihrer Genexpression unterscheiden. 
Durch die Zweidimensionalität und die Adhärenz auf Plastik werden bestimmte Signalwege 
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herunterreguliert, die für das Zellwachstum, den Metabolismus und die Differenzierung in-vivo 
von entscheidender Bedeutung sind.86 Auch eine höhere Chemoresistenz gegenüber 
Gemcitabin in einer dreidimensionalen Zellkultur konnte nachgewiesen werden.87 Klare 
Nachteile von dreidimensionalen Kultursystemen sind jedoch die aufwändigere und 
komplexere Herstellung und Handhabung und die deutlich geringere Reproduzierbarkeit 
gegenüber zweidimensionaler Kulturen.85 Es stehen mehrere dreidimensionale Kultursysteme 
zur Verfügung (siehe Grafik 10). Einerseits kann man durch eine Beschichtung die Adhärenz 
der Zellen verhindern und somit eine sphäroidale Kulturbildung herbeiführen (siehe Grafik 10 
A), andererseits kann man eine sphäroidale Kulturbildung auch in einem hängenden Tropfen 
Medium (siehe Grafik 10 B) oder einem Bewegungsreaktorsystem (siehe Grafik 10 C) 
beobachten. Andere Ansätze wiederum erzwingen die Dreidimensionalität durch das 
Wachstum der Zellen auf oder innerhalb einer künstlichen Matrix (siehe Grafik 10 D und E). 
 
Grafik 10 Schematische Darstellung von dreidimensionalen Ko-Kultursystemen von Tumorzellen und 
Tumor-assoziierten Fibroblasten (CAFs), Sphäroidbildung A durch nicht-adhäsives Coating, B durch 
einen hängenden Tropfen, C durch ein Bewegungsreaktorsystem, D auf einer Matrix und E in einer 




Zusammenfassend lässt sich sagen, dass dreidimensionale Kultursysteme zwar die 
Tumorumgebung besser darstellen, aber hochaufwendig und nicht so gut reproduzierbar sind 
wie zweidimensionale Kultursysteme. Ein perfektes in-vitro Modell mit realistischen Tumor-
Stroma-Interaktionen zu erschaffen ist durch die Heterogenität und Komplexität des 
Pankreastumors bisher nicht möglich. Es ist wichtig die Limitationen der einzelnen Modelle zu 
kennen und aus den in-vitro Erkenntnissen eines jeden Systems einen potentiellen 
Rückschluss auf die Tumorbiologie zu ziehen. Da der Fortschritt in der Therapieentwicklung 
des Pankreaskarzinoms in den letzten Jahrzehnten nur von mäßigem Erfolg geprägt war, ist 
es umso wichtiger, die Grundlagenforschung in diesem Gebiet voranzutreiben. Erst ein 
besseres Verständnis der Tumorbiologie ermöglicht die Entwicklung zielgerichteter Therapien.  
1.5           Die Ziele der Arbeit 
Das Hauptziel des Forschungsprojekts war die Untersuchung des Einflusses von Stromazellen 
auf das Therapieansprechen von Pankreaskarzinomzellen in-vitro. Im Rahmen dieser Arbeit 




















Kapitel 2   Material und Methodik 
2.1           Material 
RPMI 1640, fetales Kälberserum und Trypsin/EDTA wurden von Biochrom (Berlin, 
Deutschland) und Penicillin/Streptamycin von Life Technologies (Grand Island, New York, 
USA) erworben.7 Das Cell Proliferation Kit II / XTT wurde von Roche (Mailand, Italien) 
bezogen.7 
Drei Chemotherapeutika von verschiedenen Herstellern wurden verwendet. Gemcitabin 40 
mg/ml von der Hexal AG (Holzkirchen, Deutschland), nab-Paclitaxel in der Handelsform 
Abraxane 5 mg/ml von Celgene (Summit, New Jersey, USA) und der γ-Sekretaseinhibitor 
DAPT von Sigma Aldrich (St. Louise, Missouri, USA).7 
Als Antikörper, zur Identifizierung der CAFs wurden der Vimentin-Hase polyklonaler IgG 
Antikörper (Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA), der monoklonale anti-gliale fibrilläre 
saure Protein Antikörper (GFAP, Sigma Aldrich, St. Lois, Missouri, USA) und der monoklonale 
anti-Aktin α-Smooth Muscle Antikörper (Sigma Aldrich, St. Lois, Missouri, USA) verwendet.7 
Anti-Hase/Anti-Maus Biotinyllinker, Streptavidin-HRP, das DAB-Chromogen und dessen 
Substrat wurden von DAKO (Campbellfield, VIC, Australien) erworben.7 Bovines 
Serumalbumin wurde von Sigma Aldrich (St. Lois, Missouri, USA) gekauft.7 Für weitere 
Färbungen wurde Kristallviolett und Mayers Hämatoxylin von AppliCam (Darmstadt, 
Deutschland) verwendet.7 
2.2           Zelllinien 
In den Experimenten wurden zwei Tumorzelllinien verwendet: AsPC und Panc-1. Diese 
wurden in RPMI 1640 Medium kultiviert, das mit 10% (v/v) fetalem Kälberserum, 1% (v/v) 
Penicillin/Streptamycin und 110 µg/ml Cotrimoxazol zugesetzt wurde. Zellen wurden in 
entsprechend befeuchteten Inkubatoren bei 37°C und 5% CO2 gehalten. Trypsin/EDTA wurde 
verwendet, um die Zellen zu lösen und entsprechend zu passagieren. Hierzu wurde das 
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Zell/Medium/Trypsin/EDTA Suspensat zentrifugiert und in frischem Medium resuspensiert 
(siehe Protokoll 5.1). 
2.3           Zelllinien primärer CAFs 
Es wurden Proben von 50 Patienten entnommen und in Kultur gesetzt. Zur Gewinnung wurde 
Tumorgewebe unmittelbar nach der Resektion in das Schnellschnittlabor der Pathologie des 
Virchow-Klinikums gebracht. Ein Stück Tumor wurde innerhalb einer Stunde vom Pathologen 
steril entnommen und zerkleinert. Die zerkleinerten Tumorwürfel wurden in das Medium 
überführt und inkubiert (siehe Protokoll 5.2). 
Durch die mechanische Dissoziation des Tumorgewebes in viele kleine Würfel adhärierten die 
primären Zellen verstreut über die gesamte Kulturflasche und bildeten viele Proliferationsherde 
(siehe Grafik 11 A). 
Anfänglich wurde auch versucht aus größeren Tumorstücken nach der Outgrowth Methode88 
primäre Zellkulturen zu gewinnen. Hierbei wuchsen die Zellen aus einem großen Stück des 
Tumorgewebes auf die Plastikoberfläche einer Petrischale heraus (siehe Grafik 11 B). Da die 
Methode der mechanischen Dissoziation bessere Ergebnisse erzielte, wurde nach der 
Etablierung beider Methoden von der Outgrowth Methode Abstand genommen. 
Insgesamt wurden von dem Patientenkollektiv für die hier vorliegende Arbeit sechs CAF 
Primärkulturen gewonnen. Vier dieser Primärkulturen stammten aus Adenokarzinomen des 
Pankreaskopfes, eine Kultur stammte von einem Papillenkarzinom und eine weitere aus einem 
intrahepatischen Cholangiokarzinom. Bei der Gewinnung der Primärkulturen wurden weder 







Die Primärkulturen wurden in den Experimenten zwischen der dritten und sechsten Passage 
verwenden. 
        
Grafik 11 Native Primärkulturen gewonnen durch A mechanische Dissoziation und nach B der 
Outgrowth Methode; Maßstab repräsentiert A 200 µm, B 335 µm; Quelle: C.C.M. Neumann, 2019 
 
2.4           Charakterisierung der CAFs 
Die Charakterisierung der CAFs erfolgte nach dem Protokoll von Fujita et al.10 (siehe auch 
Protokoll 5.3). Hierzu wurden 6 Well-Platten mit CAFs mit einer Dichte von 1,5 x 104 Zellen pro 
Well besiedelt.7 Nachdem die Zellen für 24 Stunden inkubiert wurden, erfolgte eine Fixierung 
mit 4% Formaldehydlösung und eine Permeabilisierung mit 0,2% Triton X-100.7 Die Zellen 
wurden anschließend mit 1% (v/v) fetalem Kälberserum und 1% (v/v) bovinem Serumalbumin 
geblockt.7 Die Positivkontrolle wurde mit Antikörpern (Vimentin 1:500, GFAP 1:400, α-SMA 
1:600) und die Negativkontrolle mit PBS für jeweils zwei Stunden inkubiert.7 Als 
Sekundärantikörper wurde ein Anti-Hase-/Anti-Maus-Biotinyllinker und als Tertiärantikörper 
Streptavidin-HRP verwendet.7 Zur farblichen Darstellung wurden die fixierten Zellen mit DAB 
Chromogen unter dem Mikroskop entwickelt und mit der Negativkontrolle verglichen. 






2.5           Kristallviolettfärbung der Zellkulturen 
Die Visualisierung der Ko-Kulturenmorphologie erfolgte mittels Kristallviolettfärbung. Hierzu 
wurden Ko-Kulturen nach 24 Stunden Inkubation für 10 Minuten mit 4% Formaldehyd fixiert 
und anschließend für 1 Minute mit 0,1% (v/v) Kristallviolett gefärbt.7 
2.6           Untersuchung der Zellviabilität in Monokulturen 
Die Zellviabilität der Monokulturen wurde mit dem XTT Zellproliferationsassay untersucht 
(siehe Grafik 12 und Protokoll 5.4). Zuerst wurde das Kit für jede Zelllinie entsprechend der 
Herstelleranweisung kalibriert.7 Für Monokulturen wurden Tumorzellen (AsPC, Panc-1) und 
Stromazellen (CAFs) mit einer Zelldichte von 1-2 x 104 Zellen pro Well in 96 Well-Platten 
ausgesetzt.7 Nach einer Inkubation von 24 Stunden erfolgte die Therapie mit 
Chemotherapeutika für insgesamt 48 Stunden (Gemcitabin zwischen 0 und 1000 µM, nab-
Paclitaxel zwischen 0 und 50 µM, γ-Sekretaseinhibitor bzw. GSI zwischen 0 und 50 µM).7 Nach 
der Therapiedauer von 48 Stunden wurde die XTT-Reagenz in die Wells gegeben und die 
Absorbenz gemessen.7 Die Standardisierung der Messungen erfolgte durch die Absorbenz 
unbehandelter Zellen.7 




von Monokulturen, A 
Aussetzen von Zellen 
in Well bei t = 0, B nach 
24 Stunden sind Zellen 
adhärent, C Beginn er 
Therapie bei t = 24h, D 
nach 48 Stunden 
Therapie XTT-
Messung des Wells (t = 72h); Quelle: C.C.M. Neumann, 2019 
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2.6           Untersuchung der Zellviabilität in indirekten Ko-Kulturen 
Für Experimente der indirekten Ko-Kulturen wurden 24 Well-Platten mit Inlays mit einer 
Porengröße von 0,4 µm verwendet.7 Durch die entsprechend kleine Porengröße konnte eine 
Zellmigration verhindert und ein parakrinen Austausch von Peptiden und anderer löslicher 
Faktoren zwischen Tumor- und Stromazellen (CAFs) ermöglicht werden. Innerhalb der zwei 
Kompartimente der Boyden-Kammer wurden die Karzinomzellen (AsPC, Panc-1) mit einer 
Dichte von 6 x 106 Zellen pro Well und die CAFs mit einer Dichte von 1 x 104 Zellen pro Inlay 
gegeben (siehe Grafik 13 und Protokoll 5.5).7 Nach 24 Stunden Inkubation erfolgte die Gabe 
der Therapeutika (Gemcitabin 1000 µM, nab-Paclitaxel 50 µM, nab-Paclitaxel / Gemcitabin 50 
µM / 1000 µM, γ-Sekretaseinhibitor (GSI) 50 µM, γ-Sekretaseinhibitor (GSI) / Gemcitabin 50 
µM / 1000 µM).7 Nach einer Therapiedauer von 48 Stunden wurden sowohl Inlay, als auch 
Well gesondert mit XTT-Reagenz befüllt und nach standardmäßiger Inkubation mit der XTT-
Reagenz in 96 Well-Platten umgefüllt.7 Die Messung der Absorbanz der Reagenz erfolgte 
entsprechend der Monokulturen. 
Grafik 13  
Schematische  






A Aussetzen von 
Tumorzellen in 
Well, B Einlegen 
des Inlays, C Aussetzen von Stromazellen (CAFs) bei t = 0, D nach 24 Stunden sind Zellen adhärent, 
E Beginn er Therapie bei t = 24h, F nach 48 Stunden Therapie XTT-Messung des Wells und des Inlays 
getrennt voneinander (t = 72h); Quelle: C.C.M. Neumann, 2019 
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2.8           Untersuchung der Zellviabilität in direkten Ko-Kulturen 
Für die direkten Ko-Kulturen wurden Tumorzellen (AsPC, Panc-1) und Stromazellen (CAFs) 
zusammen in 96 Well-Platten in einem Verhältnis von 1:1 ausgesetzt. Analog zu Mono- und 
indirekten Ko-Kulturen wurden die Zellen inkubiert, den Therapeutika ausgesetzt und deren 
Zellviabilität gemessen. 24 Stunden nach dem Aussetzen erfolgte die Therapie (Gemcitabin 
1000 µM, nab-Paclitaxel 50 µM, nab-Paclitaxel / Gemcitabin 50 µM / 1000 µM, γ-
Sekretaseinhibitor (GSI) 50 µM, γ-Sekretaseinhibitor (GSI) / Gemcitabin 50 µM / 1000 µM). 
Nach einer Therapiedauer von 48 Stunden wurde die XTT-Reagenz hinzugegeben und die 
Absorbenz entsprechend der Monokulturen gemessen (siehe Grafik 14 und Protokoll 5.6). 




Ups von direkten Ko-
Kulturen, A simultanes 
Aussetzen von Tumor- 
und Stromazellen 
(CAFs) in Well bei t = 0, 
B nach 24 Stunden 
sind Zellen adhärent,  C 
Beginn er Therapie bei 
t = 24h, D nach 48 Stunden Therapie XTT-Messung des Wells mit dem Zellkonglomerat (t = 72h); 







2.9          Statistische Auswertung der Ergebnisse 
Experimente mit Tumorzelllinien (AsPC und Panc-1) wurden mindestens drei Mal (n ≥ 3) mit 
Dreifachbestimmung für jede Probe im jeweiligen Assay durchgeführt.7 Im Falle der CAFs 
wurden die Ergebnisse aus mindestens drei der insgesamt sechs primär gewonnenen CAF-
Zelllinien gewonnen.7 Jede CAF-Messung wurde mindestens zweimal durchgeführt (n ≥ 2), 
jede Probe im Assay mindestens dreimal wiederholt.7 
Innerhalb des Proportionalitätsfensters des XTT-Kits wurde den unbehandelten Zellsystemen 
eine Zellviabilität von 100% zugesprochen und die chemotherapeutischen Effekte 
entsprechend dieser unbehandelten Gruppe standardisiert.7 
Die statistische Analyse der Daten wurde mithilfe der GraphPad Prism 6 Software (Statcon; 
La Jolla, CA, USA) durchgeführt. Die Darstellung der Daten erfolgte in Tabellen und 
entsprechenden Grafiken. Eine Normalverteilung der Daten wurde mit dem D’Agostino & 
Pearson Omnibus Normalitätstest überprüft. Die Daten wurden im Falle kontinuierlicher 
Variablen als Mittelwert und Standardfehler/SEM dargestellt. Für den Vergleich mehrerer 
Gruppen (>2) erfolgte die Analyse mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA (One-way analysis of 
variance) bzw. dem nicht-parametrischen Kruskal-Wallis Test. Im Falle zweier Variablen (wie 
z.B. mehrere Konzentrationen von unterschiedlichen Chemotherapeutika oder 
unterschiedlichen Zelllinien) wurde eine zweifaktorielle ANOVA (Two-Way ANOVA) 
verwendet. Für die anschließenden paarweise multiplen Vergleiche wurden in beiden Fällen 
die entsprechenden Post-hoc-Tests eingesetzt. Im Falle einer One-Way ANOVA wurde hierfür 
der Dunn’s multiple Vergleichstest, im Falle einer Two-Way ANOVA der Tukey’s multiple 






Kapitel 3  Ergebnisse 
3.1           Isolierung der primären CAFs 
Für die hier vorliegende Arbeit wurden Tumorresektate von einem Kollektiv von 50 Patienten 
in ein Zellmedium überführt, um daraus Zellkulturen zu gewinnen. In 49% der Fälle wuchsen 
keine Zellen an, in 24% der Fälle lag eine primäre Infektion vor, in 4% eine Kross-
Kontamination mit anderen Zellen und in 23% wuchsen Zellen an. Dies ist mit der Literatur zur 
Isolierung von CAFs vergleichbar (siehe Tabelle 3). Von den 23% bzw. 12 Patienten konnten 
9 primäre Stromazelllinien und 3 primäre Karzinomzelllinien gewonnen werden. 
Von den 9 Stromazelllinien waren 6 vital genug, um große Zellpopulationen zu bilden, die für 
die Experimente der Mono-, indirekten und direkten Ko-Kultursysteme notwendig waren (siehe 
Tabelle 4). In den meisten der zugehörigen Tumorresektate wurde von dem befundeten 
Pathologen eine ausgeprägte desmoplastische Reaktion beschrieben. 
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pT3 pN1 (1/11) G2 
L0 V0 R1 
 
                Tabelle 4 Überblick der primärgewonnenen Stromazellen (CAFs). Die gewonnenen Stromazellen der sechs markierten (*) Patienten 33, 39, 41, 
                44, 46 und 49 waren vital genug, um in entsprechenden Experimenten der Mono-, indirekten und direkten Ko-Kultursysteme verwendet zu werden.
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3.2           Charakterisierung der CAFs 
Um der Kontamination von Tumorzellen und immunkompetenten Zellen vorzubeugen, wurden 
die CAFs morphologisch und immunhistochemisch untersucht. Die primär gewonnenen CAFs 
wurden immunhistochemisch mit den drei für CAFs spezifischen Markern93,94 α-SMA, GFAP 
und Vimentin charakterisiert. Für alle sechs in den Experimenten verwendeten CAF-Kulturen 
waren die drei Marker positiv (siehe Grafik 15).7 Eine Kontamination mit anderen Zellen konnte 
ausgeschlossen werden, da alle Zellen α-SMA-positiv waren und eine für CAFs typische 
Morphologie (stellar-ähnlich oder spindelförmig) aufwiesen.95,96 Somit konnte davon 





Grafik 15 Repräsentative  immunhistochemische  Färbungen der 
primärgewonnenen  CAFs; Maßstab repräsentiert jeweils 200 µm; 
Quelle: Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, 
Seidel E, Sauer IM, Pratschke J, Bahra M, Schmuck RB. Tumor-
stromal cross-talk modulating the therapeutic response in pancreatic 







3.3           Kristallviolettfärbung der Zellkulturen  
CAF Monokulturen formierten sich in einer homogenen zweidimensionalen Zellschicht (siehe 
Grafiken 16 und 17).7 Im Fall der direkten Ko-Kulturen von CAFs mit Tumorzellen (AsPC und 
Panc-1), konnten Zellagglomerate von Tumorzellen, die von CAFs umgeben wurden, 
beobachtet werden.7 Käfig-ähnliche Strukturen von CAFs bildeten sich um die Tumorzellen 
herum.7 Generell wurden größere Zellagglomerate bei direkten Ko-Kulturen von CAFs mit 
Panc-1 als bei AsPC beobachtet. 
 
Grafik 16 Kristallviolettfärbung der CAF Monokulturen und direkten Ko-Kulturen von AsPC mit 
CAFs; Maßstab repräsentiert A 500 µm, B 200 µm,  
                                               C 500 µm, D 100 µm 
Quelle: Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, Seidel E, Sauer IM, Pratschke J, 
Bahra M, Schmuck RB. Tumor-stromal cross-talk modulating the therapeutic response in 




Grafik 17 Kristallviolettfärbung der CAF Monokulturen und direkten Ko-Kulturen von Panc-1 mit CAFs;                                
 Maßstab repräsentiert A 500 µm, B 200 µm,  
                                     C 500 µm, D 100 µm 
 Quelle: Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, Seidel E, Sauer IM, Pratschke J, Bahra 
M, Schmuck RB. Tumor-stromal cross-talk modulating the therapeutic response in pancreatic cancer. 








3.4           Effekt der Chemotherapie in Monokulturen 
Der therapeutische Effekt der Monotherapie von Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI wurde 
für die Monokulturen AsPC, Panc-1, sowie der CAFs untersucht. Der therapeutische Effekt 
wurde durch die Reduktion der Zellviabilität, die mithilfe des XTT Assays gemessen wurde, 
bestimmt. 
Für AsPC zeigte sich bereits ab einer Konzentration von 50 µM Gemcitabin ein signifikanter 
therapeutischer Effekt (50 µM, P = 0,0007; 100 µM, P = 0,0005; 500 µM, P = 0.0020; 1000 
µM, P = 0.0411; siehe Grafik 18 A).  
Nach der Behandlung mit nab-Paclitaxel wurden signifikante therapeutische Effekte bei 30 µM 
und 50 µM bei AsPC gemessen (30 µM, P = 0.0054; 50 µM, P < 0.0014; siehe Grafik 18 B). 













        
 
Grafik 18 XTT-Messungen der Zellviabilität der AsPC Monokultur nach einer Behandlung von 48 
Stunden mit A Gemcitabin, B nab-Paclitaxel und C GSI. Unbehandelten Monokulturen wurde eine 
Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit Chemotherapeutika entsprechend 
standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mittels One-Way ANOVA und verglichen mit 
der unbehandelten Referenzgruppe (Sterne mit Balken repräsentieren den Vergleich zwischen den 
Gruppen); Quelle: Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, Seidel E, Sauer IM, 
Pratschke J, Bahra M, Schmuck RB. Tumor-stromal cross-talk modulating the therapeutic response in 
pancreatic cancer. HBPD INT 2018;17:461-472, modifiziert7 
 
Analog zu AsPC, konnte auch bei Panc-1 ein signifikanter therapeutischer Effekt ab einer 
Gemcitabin Konzentration von 50 µM festgestellt werden (50 µM, P = 0,0004; 100 µM, P = 








Eine signifikante Reduktion der Zellviabilität von Panc-1 wurde bei der Therapie mit 15 µM (P 
= 0,0169) und 50 µM (P = 0,0001; siehe Grafik 19 B) nab-Paclitaxel beobachtet. 
Bei der Behandlung mit der höchsten GSI Konzentration zeigte Panc-1 eine Reduktion der 
Zellviabilität (50 µM, P = 0,0074; siehe Grafik 19 C). 
               
 
Grafik 19 XTT-Messungen der Zellviabilität der Panc-1 Monokultur nach einer Behandlung von 48 
Stunden mit A Gemcitabin, B nab-Paclitaxel und C GSI. Unbehandelten Monokulturen wurde eine 
Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit Chemotherapeutika entsprechend 
standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mittels One-Way ANOVA und verglichen mit 
der unbehandelten Referenzgruppe (Sterne mit Balken repräsentieren den Vergleich zwischen den 
Gruppen); Quelle: Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, Seidel E, Sauer IM, 
Pratschke J, Bahra M, Schmuck RB. Tumor-stromal cross-talk modulating the therapeutic response in 








CAFs unterschieden sich zu den Tumorzelllinien AsPC und Panc-1 deutlich. Lediglich bei der 
höchsten Konzentration von Gemcitabin konnte eine signifikante Reduktion der Zellviabilität 
gemessen werden (1000 µM, P = 0,0218; siehe Grafik 20 A). Auch bei nab-Paclitaxel wurde 
die Zellviabilität nur durch die höchste getestete Konzentration von 50 µM entscheidend 
verringert (P = 0,0008; siehe Grafik 20 B). GSI schien keinen therapeutischen Effekt auf die 
CAFs zu haben (siehe Grafik 20 C). 
     
 
Grafik 20 XTT-Messungen der Zellviabilität der CAF Monokultur nach einer Behandlung von 48 Stunden 
mit A Gemcitabin, B nab-Paclitaxel und C GSI. Sechs primär patientengewonnene CAFs wurden 
zusammengefasst. Unbehandelten Monokulturen wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die 
Messungen mit Chemotherapeutika entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch 
ausgewertet mittels One-Way ANOVA und verglichen mit der unbehandelten Referenzgruppe (Sterne 
mit Balken repräsentieren den Vergleich zwischen den Gruppen); Quelle: Neumann CCM, von 
Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, Seidel E, Sauer IM, Pratschke J, Bahra M, Schmuck RB. Tumor-







Für Ko-Therapien wurden die jeweils höchsten Konzentrationen von Chemotherapeutika 
gewählt (Gemcitabin 1000 µM; nab-Paclitaxel 50 µM; GSI 50 µM) und mit den Monotherapien 
verglichen. 
Das effektivste therapeutische Regime bei AsPC war die Ko-Therapie mit Gemcitabin und GSI 
(Zellviabilität 25%, P < 0,0001), gefolgt von der Monotherapie mit Gemcitabin (Zellviabilität 
36%, P = 0,0003) und der Ko-Therapie mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel (Zellviabilität 36%, 




Grafik 21 XTT-Messungen der Zellviabilität der AsPC Monokultur nach einer Behandlung 
von 48 Stunden mit Ko-Therapien von Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Unbehandelten 
Monokulturen wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit 
Chemotherapeutika entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch 
ausgewertet mittels One-Way ANOVA und verglichen mit der unbehandelten 
Referenzgruppe (Sterne mit Balken repräsentieren den Vergleich zwischen den Gruppen). 





Zellviabilität / % 36 65 36 96 25 
P-Wert 0,0003 > 0,9999 0,0486 > 0,9999 < 0,0001 
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Auch bei Panc-1 war die Ko-Therapie von Gemcitabin und GSI mit Abstand die effektivste, da 
hier eine Reduktion der Zellviabilität auf 27% gemessen wurde (P = 0,0006; siehe Grafik 22).  
 
 
Grafik 22 XTT-Messungen der Zellviabilität der Panc-1 Monokultur nach einer Behandlung 
von 48 Stunden mit Ko-Therapien von Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Unbehandelten 
Monokulturen wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit 
Chemotherapeutika entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch 
ausgewertet mittels One-Way ANOVA und verglichen mit der unbehandelten 
Referenzgruppe (Sterne mit Balken repräsentieren den Vergleich zwischen den Gruppen). 









Zellviabilität / % 64 56 36 39 27 
P-Wert 0,0897 0,0865 0,0004 0,0081 0,0006 
54 
 
Die Zellviabilität von CAFs konnte nur in weitaus geringerem Maße durch die untersuchten 
therapeutischen Regime reduziert werden. Bei der effektivsten Therapie mit Gemcitabin 
zusammen mit nab-Paclitaxel konnte lediglich eine Reduktion der Zellviabilität auf 66% 
beobachtet werden (P < 0,0001; siehe Grafik 23). Andere signifikante Therapien der CAF 
Monokulturen waren die Monotherapien mit Gemcitabin (Zellviabilität 81%, P = 0,0003) und 
nab-Paclitaxel (Zellviabilität 73%, P < 0,0001). 
 
 
Grafik 23 XTT-Messungen der Zellviabilität der CAF Monokultur nach einer Behandlung 
von 48 Stunden mit Ko-Therapien von Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Sechs primär 
patientengewonnene CAFs wurden zusammengefasst. Unbehandelten Monokulturen 
wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit Chemotherapeutika 
entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mittels One-Way 
ANOVA und verglichen mit der unbehandelten Referenzgruppe (Sterne mit Balken 
repräsentieren den Vergleich zwischen den Gruppen). Quelle: C.C.M. Neumann, 2019 
Fasst man die Ergebnisse der Monokulturen zusammen, so zeigte sich, dass bei nahezu allen 
Therapieregimen eine signifikante Reduktion der Zellviabilität der Monokulturen zu 
beobachten war (P < 0,0001, P = 0,0006 bei der Therapie der CAFs mit 1000 µM Gemcitabin, 
siehe Grafik 24). Eine Reduktion der Zellviabilität zeigte sich nicht bei der Monotherapie von 
AsPC und CAFs mit 50 µM GSI. 
Zellviabilität / % 81 73 66 93 92 
P-Wert 0,0003 0,0001 < 0,0001 0,3255 0,2415 
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In der Monotherapie mit Gemcitabin war das therapeutische Ansprechen am größten bei 
AsPC. Hier zeigte sich eine signifikant größere Reduktion der Zellviabilität als bei Panc-1 (P < 
0,0001) und CAFs (P = 0,0043).7 Unter der Monotherapie mit nab-Paclitaxel ist der 
therapeutische Effekt vergleichbar bei Tumorzellen und CAFs. Bei der Ko-Therapie mit 
Gemcitabin und nab-Paclitaxel zeigte sich eine signifikant größere Reduktion der Zellviabilität 
der Tumorzellen AsPC (P = 0,0008) und Panc-1 (P = 0,0002) im Vergleich zu CAFs.7 Unter 
der GSI Monotherapie sprach lediglich Panc-1 an (P < 0,0001).7 Die Ko-Therapie mit 
Gemcitabin und GSI erwies sich am effektivsten bei AsPC und Panc-1, da in beiden Fällen die 
Reduktion der Zellviabilität deutlich größer war, als die der CAFs (P < 0,0001). 
 
Grafik 24 XTT-Messungen der Zellviabilität von Monokulturen. Die Behandlung erfolgte für 48 
Stunden. Zellen wurden therapiert mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Sechs primär 
patientengewonnene CAFs wurden zusammengefasst. Unbehandelten Monokulturen wurde 
eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit Chemotherapeutika entsprechend 
standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mittels Two-Way ANOVA und 
verglichen mit der unbehandelten Referenzgruppe (einzelne Sterne repräsentieren den 
Vergleich zur unbehandelten Gruppe, Sterne mit Balken den Vergleich zwischen den Gruppen); 
Quelle: Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, Seidel E, Sauer IM, Pratschke 
J, Bahra M, Schmuck RB. Tumor-stromal cross-talk modulating the therapeutic response in 





3.5           Effekt der Chemotherapie in indirekten Ko-Kulturen 
Für Experimente in den unterschiedlichen Kultursystemen wurden bei Mono- und Ko-
Therapien die jeweils höchsten Konzentrationen von Chemotherapeutika gewählt (Gemcitabin 
1000 µM; nab-Paclitaxel 50 µM; GSI 50 µM). 
Bei AsPC wurde die größte Reduktion der Zellviabilität in indirekten Ko-Kulturen bei der Ko-
Therapie mit Gemcitabin und GSI beobachtet (Zellviabilität 10%, P < 0,0001; siehe Grafik 25). 
Des Weiteren konnte eine therapeutische Wirksamkeit bei der Monotherapie mit Gemcitabin 
(Zellviabilität 27%, P < 0,0001) und der Ko-Therapie mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel 
(Zellviabilität 29%, P = 0,0047) festgestellt werden. Die Monotherapien mit nab-Paclitaxel (P = 
0,6134) und GSI (P > 0,9999) zeigten keine Signifikanz.   
 
 
Grafik 25 XTT-Messungen der Zellviabilität von AsPC in indirekten Ko-Kulturen nach einer 
Behandlung von 48 Stunden mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Unbehandelten 
Monokulturen wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit 
Chemotherapeutika entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch 
ausgewertet mittels One-Way ANOVA und verglichen mit der unbehandelten 
Referenzgruppe (Sterne mit Balken repräsentieren den Vergleich zwischen den Gruppen). 
Quelle: C.C.M. Neumann, 2019 
 
Zellviabilität / % 27 56 29 81 10 
P-Wert < 0,0001 0,6134 0,0047 > 0,9999 < 0,0001 
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Ähnliche therapeutische Effekte konnten bei Panc-1 beobachtet werden, wo die größte 
Reduktion der Zellviabilität bei der Ko-Therapie mit Gemcitabin und GSI (Zellviabilität 36%, P 
< 0,0001), gefolgt von der Ko-Therapie mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel (Zellviabilität 53%, 
P = 0,0002) und der Monotherapie mit Gemcitabin (Zellviabilität 68%, P = 0,0269; siehe Grafik 
26) beobachtet werden konnte. 
 
 
Grafik 26 XTT-Messungen der Zellviabilität von Panc-1 in indirekten Ko-Kulturen nach 
einer Behandlung von 48 Stunden mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Unbehandelten 
Monokulturen wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit 
Chemotherapeutika entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch 
ausgewertet mittels One-Way ANOVA und verglichen mit der unbehandelten 
Referenzgruppe (Sterne mit Balken repräsentieren den Vergleich zwischen den Gruppen). 







Zellviabilität / % 68 64 53 74 36 
P-Wert 0,0269 0,0818 0,0002 0,8504 < 0,0001 
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Bei der Therapie von CAFs wurde die größte Reduktion der Zellviabilität bei der Ko-Therapie 
mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel gemessen (Zellviabilität 44%, P < 0,0001; siehe Grafik 27). 
Andere signifikante Therapien waren die Monotherapie mit Gemcitabin (Zellviabilität 70%, P < 
0,0001) und nab-Paclitaxel (Zellviabilität 60%, P < 0,0001) und die Ko-Therapie mit Gemcitabin 
und GSI (Zellviabilität 61%, P < 0,0001). 
 
 
Grafik 27 XTT-Messungen der Zellviabilität von CAFs in indirekten Ko-Kulturen nach einer 
Behandlung von 48 Stunden mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Sechs primär 
patientengewonnene CAFs wurden zusammengefasst. Unbehandelten Monokulturen 
wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit Chemotherapeutika 
entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mittels One-Way 
ANOVA und verglichen mit der unbehandelten Referenzgruppe (Sterne mit Balken 







Zellviabilität / % 70 60 44 89 61 
P-Wert < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 > 0,9999 < 0,0001 
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Vergleicht man nun die Tumorzellen und CAFs miteinander, fällt auf, dass für alle Zelllinien 
eine Reduktion der Zellviabilität bei der Behandlung von Gemcitabin beobachtet werden 
konnte (P < 0.0001; siehe Grafik 28).7 Der größte Effekt wurde dabei bei AsPC beobachtet. 
Zudem konnte eine therapeutische Wirksamkeit bei allen drei Zelllinien nach der Behandlung 
mit nab-Paclitaxel (P < 0.0001), nab-Paclitaxel und Gemcitabin (P < 0.0001) und Gemcitabin 
und GSI (P < 0.0001) gemessen werden.7 In der GSI Monotherapie zeigte lediglich Panc-1 
eine signifikante Reduktion der Zellviabilität (P = 0.0344).7 
 
Grafik 28 XTT-Messungen der Zellviabilität von indirekten Ko-Kulturen. Die Behandlung 
erfolgte für 48 Stunden. Zellen wurden therapiert mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Sechs 
primär patientengewonnene CAFs wurden zusammengefasst. Unbehandelten Monokulturen 
wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit Chemotherapeutika 
entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mittels Two-Way 
ANOVA und verglichen mit der unbehandelten Referenzgruppe (einzelne Sterne repräsentieren 
den Vergleich zur unbehandelten Gruppe, Sterne mit Balken den Vergleich zwischen den 
Gruppen); Quelle: Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, Seidel E, Sauer IM, 
Pratschke J, Bahra M, Schmuck RB. Tumor-stromal cross-talk modulating the therapeutic 






3.6           Effekt der Chemotherapie in direkten Ko-Kulturen 
In den direkten Ko-Kultursystemen konnte kaum ein therapeutischer Effekt gezeigt werden, da 
die Zellviabilität durch die Behandlung nur unwesentlich reduziert werden konnte (siehe Grafik 
29).7 Lediglich in der Ko-Therapie mit nab-Paclitaxel und Gemcitabin konnte eine signifikante 
Reduktion beobachtet werden (AsPC und CAFs, Zellviabilität 75%, P = 0.0015; Panc-1 und 







Grafik 29 XTT-Messungen der Zellviabilität von direkten Ko-Kulturen. Die Behandlung erfolgte 
für 48 Stunden. Zellen wurden therapiert mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. Sechs 
primär patientengewonnene CAFs wurden zusammengefasst. Unbehandelten Monokulturen 
Zellviabilität / % 97 83 75 102 90 
P-Wert > 0,9999 > 0,9999 0,0015 > 0,9999 0,1538 
Zellviabilität / % 95 90 83 98 84 





wurde eine Zellviabilität von 100% zugeteilt und die Messungen mit Chemotherapeutika 
entsprechend standardisiert. Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mittels One-Way 
ANOVA und verglichen mit der unbehandelten Referenzgruppe (Sterne mit Balken den 
Vergleich zwischen den Gruppen); Quelle: Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-
Selke A, Seidel E, Sauer IM, Pratschke J, Bahra M, Schmuck RB. Tumor-stromal cross-talk 
modulating the therapeutic response in pancreatic cancer. HBPD INT 2018;17:461-472, 
modifiziert7 
3.7           Vergleich des Effektes der Chemotherapie in Mono-,  
                indirekten und direkten Ko-Kulturen  
Um Schlussfolgerungen hinsichtlich der Tumor-Stroma-Interaktion ziehen zu können, bedarf 
es einem direkten Vergleich der Mono-, indirekten und direkten Ko-Kultursysteme (siehe Grafik 
30). 
Für AsPC zeigten die direkten Ko-Kulturen den geringsten therapeutischen Effekt im Vergleich 
zu indirekten Ko-Kulturen (P < 0.0001) und Monokulturen (Gemcitabin, P < 0.0001; nab-
Paclitaxel, P = 0.0104; Gemcitabin und nab-Paclitaxel, P < 0.0001; Gemcitabin und GSI, P < 
0.0001) mit Ausnahme der GSI Monotherapie.7 
Analog zu AsPC, wurde auch bei Panc-1 der geringste therapeutische Effekt bei direkten Ko-
Kultursystemen im Vergleich zu indirekten Ko-Kulturen (Gemcitabin, P < 0.0001; nab-
Paclitaxel, P = 0.0014; Gemcitabin und nab-Paclitaxel, P < 0.0001; GSI, P = 0.0198; 
Gemcitabin und GSI, P < 0.0001) und Monokulturen (P < 0.0001) gemessen.7 Zudem konnte 
im Fall der GSI Monotherapie eine signifikant geringere Reduktion der Zellviabilität der 
indirekten Ko- im Vergleich zu der Monokultur festgestellt werden (P = 0.0017).7 
Die CAFs zeigten ein komplexeres Verhalten.7 Die Zellviabilität blieb relativ unverändert bei 
Mono- und indirekten Ko-Kulturen nach der Behandlung mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und 
GSI.7 Bei der Ko-Therapie von CAFs mit nab-Paclitaxel und Gemcitabin (P = 0.0356) und 
Gemcitabin und GSI (P < 0.0001) konnte eine signifikante Reduktion der Zellviabilität der 
indirekten Ko-Kulturen im Vergleich zu den Monokulturen festgestellt werden.7 Vergleicht man 
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die indirekten Ko-Kulturen mit direkten Ko-Kulturen zeigt sich, dass die Reduktion der 
Zellviabilität außer bei der GSI Monotherapie bei allen Behandlungen signifikant geringer war 
(P < 0.0001).7 
 
 
Grafik 30 XTT-Messungen der Zellviabilität von Monokulturen, indirekten und direkten Ko-
Kulturen nach 48 Stunden. Zellen wurden therapiert mit Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI. 
A AsPC B Panc-1 und C CAFs (6 primär Patientengewonnene CAFs wurden 







AsPC und Panc-1 abgebildet. Unbehandelten Monokulturen wurde eine Zellviabilität von 
100% zugeteilt und die Messungen mit Chemotherapeutika entsprechend standardisiert. 
Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mittels Two-Way ANOVA und verglichen mit der 
unbehandelten Referenzgruppe (einzelne Sterne repräsentieren den Vergleich zur 
unbehandelten Gruppe, Sterne mit Balken den Vergleich zwischen den Gruppen); Quelle: 
Neumann CCM, von Hörschelmann E, Reutzel-Selke A, Seidel E, Sauer IM, Pratschke J, 
Bahra M, Schmuck RB. Tumor-stromal cross-talk modulating the therapeutic response in 


















Kapitel 4   Diskussion 
Das Pankreaskarzinom ist aufgrund seiner häufig sehr späten Diagnosestellung, dem 
schnellen Progress der Erkrankung und der eingeschränkten Behandlungsmöglichkeiten mit 
einer hohen Mortalität verbunden. Erst in den letzten Jahren wurden Fortschritte in der 
Therapie der Erkrankung gemacht, auch wenn die 5-Jahres-Überlebensrate immer noch bei 
nur 7% liegt.1 Mitverantwortlich für die Therapieresistenz des Tumors ist das Tumorstroma, 
welches einen Anteil von bis zu 90% des Tumorvolumens ausmacht.4–6 Die zelluläre 
Schlüsselkomponente des Tumorstromas sind die tumorassoziierten Fibroblasten (CAFs), 
welche die Hauptproduzenten extrazellulärer Matrixporteine sind und durch lösliche Faktoren 
und direkten Zell-Zell-Kontakt die Migration, Proliferation, Invasion und Chemoresistenz des 
Tumors beeinflussen.10,61,62,97 Des Weiteren konnten in Tumorresektaten des 
Pankreaskarzinoms verschiedene Stromacharakteristika als voneinander unabhängige und 
objektivierbare klinische Prognosefaktoren in verschiedenen Studien identifiziert werden.71,98,99 
Sowohl eine hohe Expression von α-SMA, als auch eine geringe Stromadichte korrelieren 
beide mit einem geringeren krankheitsfreien Überleben.98 Eine zielgerichtete Therapie des 
Pankreaskarzinoms sollte daher immer die Interaktion der Tumorzellen mit dem Tumorstroma 
und insbesondere die Interaktion mit α-SMA-positiven CAFs berücksichtigen. Ziel dieser 
Forschungsarbeit war es daher, den Einfluss des zellulären Bestandteils des Tumorstromas 
(CAFs) auf die Resistenzentwicklung des Pankreaskarzinoms zu untersuchen.  
Hierfür wurden von insgesamt 50 Patienten 6 primäre CAF-Kulturen isoliert, in in-vitro Kulturen 
überführt und für Experimente verwendet. CAFs wurden nicht immortalisiert. Buchholz et al. 
konnten zeigen, dass immortalisierte CAFs einen aggressiveren, anaplastischen Tumor in 
Mäusen hervorrufen, als native CAFs und somit direkt die Funktionalität der Zellen 
verändern.100 Trotz dieser Kenntnisse immortalisieren viele Forschungsgruppen ihre primären 
CAF-Kulturen durch Transfektion mit dem Onkoprotein SV40 T-Antigen oder verwenden 
Telomerase-modifizierte CAFs.79,101–105 Ein klarer Vorteil der Immortalisierung ist die deutlich 
höhere Teilungsrate der Zellen und das erhöhte Teilungspotential.106 Dies ermöglicht 
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langandauernde Experimente und umfangreiche Analysen. Nicht immortalisierte Zellen 
hingegen teilen sich wesentlich langsamer, was den Aufwand der Kultivierung deutlich erhöht. 
Zudem unterliegen sie der Hayflick-Grenze der zellulären Seneszenz und können nur 
innerhalb eines kurzen Zeitraums experimentell verwendet werden.107 Nach Abwägung der 
Vor- und Nachteile wurde sich gegen eine Immortalisierung der CAFs entschieden. Eine 
Standardisierung der verschiedenen CAF-Kulturen erfolgte in Experimenten dieser Arbeit, 
indem die funktionellen Untersuchungen zwischen der dritten und sechsten Zellpassage 
erfolgten.  
Ein weiterer Punkt, auf den bei der Isolation primärer CAFs verzichtet wurde, war der Zusatz 
von Wachstumsfaktoren. Auch hier verwenden viele Gruppen Wachstumsfaktoren, um die 
Wahrscheinlichkeit für die Isolierung von CAFs aus primärem OP-Material zu erhöhen.72,108–
110 Vergleicht man abschließend die Ergebnisse der Zellgewinnung dieser Arbeit mit Angaben 
der Literatur (siehe Tabelle 3), lässt sich feststellen, dass vergleichsweise weniger Zellen bei 
der Isolierung der 50 Patienten angewachsen sind (49% waren nicht angewachsen im 
Vergleich zu 20-44% in der Literatur). Die Infektionsrate war deutlich niedriger (24% versus 
36%), obwohl der Transport des Resektats vom Operationssaal über das Schnellschnittlabor 
des Pathologen in das Labor nicht immer unter vollständig sterilen Bedingungen erfolgen 
konnte. 
Eine zentrale Fragestellung zur Untersuchung der Tumor-Stroma-Interaktion war die Wahl des 
in-vitro Systems. Hierbei war das primäre Ziel, zwischen parakrinen Effekten und direktem 
Zell-Zell-Kontakt zu unterscheiden. Erst dadurch konnte beleuchtet werden, inwieweit die 
indirekte und direkte Interaktion zwischen Tumorzellen und CAFs zur Resistenzentwicklung 
beitragen. Aus diesem Grund wurde ein zweidimensionales Kultursystem gewählt. Eine klare 
Trennung dieser unterschiedlichen Effekte wäre in dreidimensionalen Kultursystemen nicht 
möglich gewesen. Weiterhin birgt die Interaktion zwischen CAFs und Tumorzellen eine hohe 
Komplexität, weswegen es wichtig ist die Interaktion in zwei Dimensionen vollständig zu 
verstehen, bevor die Komponente der „dritten Dimension“ als weitere Variabel hinzugefügt 
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wird. Des Weiteren waren eine einfachere Handhabung und eine höhere Reproduzierbarkeit 
in zwei Dimensionen85 Faktoren, die für die Wahl eines zweidimensionalen Kultursystems 
entscheidend waren. Andererseits ist bekannt, dass Zellen in zweidimensionalen Systemen 
eine andere Genexpression als in drei Dimensionen haben und bestimmte Signalwege 
verantwortlich für Zellwachstum, Metabolismus und Differenzierung herunterreguliert 
werden.111,112 Zudem erhöht die dritte Dimension die Zell-Zell-Kontakte, womit eine in-vivo 
ähnliche Interaktion zwischen den Zellen gegeben ist.112 Auch die für das Pankreaskarzinom 
typische hypoxische Umgebung und Diffusionsbarriere kann nur in dreidimensionalen 
Kultursystemen geschaffen werden. Ziel dieser Arbeit war, primär ein grundlegendes 
Verständnis und eine klare Trennung der zellulären und parakrinen Interaktionen bei der 
Resistenzentwicklung zu erlangen. Dies konnte mit zweidimensionalen Kulturen gut 
durchgeführt werden, was die entsprechenden Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen 
gestattet. 
In den Kultursystemen wurde das therapeutische Ansprechen von Monokulturen primärer 
CAFs und etablierter Tumorzelllinien untersucht und mit indirekten und direkten 
Kulturäquivalenten verglichen. Um das Spektrum der Tumordifferenzierung abzudecken, 
wurden Interaktionen von primären CAFs mit einer undifferenzierten Tumorzelllinie (Panc-175) 
und einer mittel bis gut differenzierten Tumorzelllinie (AsPC-176) untersucht. Die Wahl der 
Chemotherapeutika fiel auf zwei Standardtherapeutika der palliativen Behandlung des 
metastasierten Pankreaskarzinoms8, Gemcitabin und nab-Paclitaxel. Da sich nab-Paclitaxel 
vorwiegend in CAFs anreichert26, bietet dieses Therapeutikum eine stromagerichtete 
Therapie. Durch eine gezielte Reduktion der CAFs konnte somit eine Aussage über den 
Einfluss von CAFs auf die Chemoresistenz getroffen werden. Exemplarisch für einen 
Signalwegsinhibitor gegen Tumorstammzellen wurde sich zusätzlich für GSI entschieden, 
einen Inhibitor des Notch-Signalweges. Fujita et al. konnten zeigen, dass der Notch-Signalweg 
bei direkten Ko-Kulturen in CAFs und Tumorzellen hochreguliert wird und damit einen 
potentiellen therapeutischen Ansatzpunkt für die Tumor-Stroma-Interaktion darstellt.10 
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Das therapeutische Ansprechen von AsPC und Panc-1 Monokulturen auf die Behandlung mit 
Gemcitabin, nab-Paclitaxel und GSI wurde bereits umfassend in in-vitro Experimenten 
untersucht und publiziert.113–120 Um allerdings einen adäquaten Vergleich der Monokulturen zu 
den Ko-Kulturen zu ziehen, wurden die Experimente mit den Tumorzelllinien unter 
standardisierten Bedingungen wiederholt. Wie erwartet zeigten Monokulturen der 
Tumorzelllinien AsPC and Panc-1 eine Chemosensitivität (siehe Grafik 24). Auch eine in der 
Literatur berichtete höhere Chemosensitivität von AsPC auf Gemcitabin wurde in den 
Messungen beobachtet.113 Wenn bei einer bestimmten Gemcitabin Konzentration ein 
therapeutischer Effekt bei Tumorzellen zu beobachten war, so hatte eine weitere 
Dosissteigerung nicht zu einer nochmaligen Steigerung des Therapieansprechens geführt. 
Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung bietet die Metabolisierung von Gemcitabin in 
Tumorzellen. Das Chemotherapeutikum wird in die Zelle aufgenommen und zu dem aktiven 
Metaboliten Gemcitabintriphosphat phosphoryliert (siehe Grafik 4). Der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt für die Überführung in die aktive Form ist die erste 
Phosphorylierung, die von dem Enzym Deoxycitidinkinase (dCK) katalysiert wird.18,19 Die 
Michaelis-Menten-Konstante der dCK beträgt 5-10 µM. Die Hälfte aller Enzyme sind daher 
bereits bei dieser Konzentration in einem Enzym-Substrat-Komplex gebunden. Eine 
vollständige Sättigung wird bei einer Gemcitabinkonzentration von über 20µM erreicht.121 Ist 
also das Schlüsselenzym vollständig gesättigt, so bleibt die intrazelluläre Konzentration der 
aktiven Gemcitabinmetabolite bei steigender extrazelluläre Konzentration des Therapeutikums 
unverändert.  
Betrachtet man die Wirkung von nab-Paclitaxel auf die Tumorzellen, so lässt sich eine 
therapeutische Wirkung sowohl für AsPC, als auch für Panc-1 nachweisen (siehe Grafiken 19 
B und 20 B). Dies zeigen auch in-vitro Ergebnisse von Awasthi et al..120 Die Effekte einer 
Inhibition des Notch-Signalweges in-vitro sind bislang nur begrenzt untersucht. Nur wenige 
Studien untersuchten den therapeutischen Effekt von GSI auf pankreatische 
Tumorzelllinien.56,119 So konnte von Du et al. gezeigt werden, dass GSI keinen Effekt auf die 
Apoptoserate von AsPC hat.119 Selbiges wurde auch in den AsPC Monokulturen dieser Arbeit 
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beobachtet (siehe Grafik 18 C). Der Effekt von GSI bei Panc-1 Monokulturen wurde hingegen 
erstmalig untersucht (siehe Grafik 19 C). Es konnte durch die Behandlung mit GSI die 
Zellviabilität von Panc-1 deutlich reduziert werden. Da GSI gezielt auf die Stammzellpopulation 
der Tumorzellen wirkt, kann aus den Ergebnissen der Monokulturen geschlussfolgert werden, 
dass Panc-1 entweder eine wesentlich höhere Stammzellpopulation als AsPC hat oder die 
Stammzellpopulation von Panc-1 sensitiver auf die Behandlung mit GSI reagiert. Bei 
genauerer Betrachtung von stammzell-spezifischen Markern der beiden Tumorzelllinien wurde 
eine wesentlich höhere Expression dieser Marker bei Panc-1 Zellen beobachtet.122 Ein 
größerer Anteil an Zellen mit stammzell-spezifischen Markern spricht für eine höhere 
Stammzellpopulation in Panc-1 und untermauert den positiven therapeutischen 
Wirkungseffekt von GSI bei Panc-1, der bei AsPC ausblieb.  
Bei der Betrachtung der CAF Monokulturen werden wesentliche Unterschiede im Vergleich zu 
den Tumorzellen deutlich. Erstmals konnte gezeigt werden, dass primäre CAFs eine 
ausgeprägte Chemoresistenz aufweisen (siehe Grafik 20).7 CAFs sprechen lediglich bei den 
höchsten Konzentrationen von Gemcitabin und nab-Paclitaxel an. Zudem erscheint es nicht 
verwunderlich, dass eine Resistenz gegenüber GSI vorliegt, da für CAFs spezifische 
Tumorstammzellen bisweilen nicht nachgewiesen werden konnten. Lediglich eine andere 
Arbeitsgruppe untersuchte in einer 2017 publizierten Arbeit das Therapieansprechen von 
Telomerase-immortalisierten CAFs auf Gemcitabin.123 Auch wenn potentiell durch die 
Immortalisierung ein phänotypisch resistenterer CAF Typus produziert wurde100, konnte 
gleichermaßen eine ausgeprägte Chemoresistenz von CAFs beobachtet werden.123 
Unabhängig von der Tumor-Stroma-Interaktion lässt sich somit festhalten, dass das 
Tumorstroma des Pankreaskarzinoms selbst chemoresistent ist. Bei resistenten CAFs und 
somit resistentem Stroma werden die hypoxische Umgebung des Tumors und die Perfusions- 
und Diffusionsbarriere weiter aufrechterhalten. Eine Applikation eines Chemotherapeutikums, 
das auf Tumorzellen sensibel, allerdings auf CAFs resistent ist, wird daher nur eine bedingte 
Wirksamkeit in-vivo entfalten können. Olive et al. konnten nachweislich die Perfusions- und 
Diffusionsbarriere durch die Therapie eines Shh-Inhibitors in einem Mausmodell aufheben.124 
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Der Einsatz des Therapeutikums führte zu einer Reduktion des Stromas, einer verstärkten 
Vaskularisierung, einer verbesserten Distribution des Chemotherapeutikums im Tumor und 
somit zu einem besseren therapeutischen Ansprechen.124 Eine Reduktion des Tumorstromas 
und eine damit verbundene Reduktion der Diffusionsbarriere konnte auch in der 
randomisierten Phase-III-MPACT-Studie von Von Hoff et al. beobachtet werden. In dieser 
Studie wurde der Vorteil der Ko-Therapie von nab-Paclitaxel und Gemcitabin gegenüber der 
Monotherapie mit Gemcitabin bei 861 Patienten bewertetet (siehe Tabelle 2).8 Bei der 
Monotherapie mit Gemcitabin konnte eine Reduktion des Tumordiameters mittels CT oder 
MRT von nur 7,02% beobachtet werden (P < 0,001). Der zusätzliche Einsatz des stroma-
gezielten Therapeutikums nab-Paclitaxel erhöhte das mediane Überleben von 6,7 auf 8,5 
Monate (P < 0,001) und ging mit einer Reduktion des Tumordiameters um 22,15% (P < 0,001) 
einher.125 Demzufolge ist das chemoresistente Stroma einer der Schlüsselkomponenten des 
Pankreastumors. Auch wenn Monokulturen sehr vereinfachte Modelle sind, so lassen sie 
entsprechende Rückschlüsse auf die Tumorphysiologie zu. Wichtig hierbei ist es jedoch nicht 
nur die Monokulturen von Tumorzellen, sondern auch die der anderen Komponenten zu 
untersuchen, um entsprechend der Tumorzusammensetzung und Tumorstruktur 
Rückschlüsse zu ziehen. 
Das Modell der indirekten Ko-Kulturen ist bereits wesentlich realitätsnäher, da ein parakriner 
Austausch von CAFs und Tumorzellen ermöglicht wird. Die Interaktion zwischen den beiden 
Zelltypen ist äußerst komplex und umfasst diverse lösliche Mediatoren, wie z.B. IL-1, IL-6, 
TNF-α und IL-10.63,64,97,126 Inwieweit die parakrine Interaktion zu einer Resistenzentwicklung 
beiträgt wurde von Zhang et al. untersucht. Panc-1 Zellen wurden in von CAFs 
präkonditioniertem Medium mit Gemcitabin therapiert und die Zellviabilität der Tumorzellen 
gemessen.59 Durch die parakrinen Mediatoren der CAFs konnte eine geringere Reduktion der 
Zellviabilität und eine damit verbundenen Resistenzentwicklung festgestellt werden.59 Auch 
bei der Untersuchung von AsPC wird von einer Resistenzentwicklung gegen Gemcitabin in 
indirekten Ko-Kulturen mit einer Telomerase-immortalisierten CAF-Kultur berichtet.123 
Entgegen dieser Erkenntnisse, konnte in den Untersuchungen dieser Arbeit keine eindeutige 
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Resistenz von Panc-1 und AsPC in indirekten Ko-Kultursystemen beobachtet werden (siehe 
Grafik 30).7 Der einzige signifikante Anstieg der Zellviabilität von Mono- zu indirekten Ko-
Kulturen wurde bei der Monotherapie von Panc-1 mit GSI beobachtet.7 Bei allen anderen 
Therapieregimen von Panc-1 war ein medianer, wenn auch insignifikanter Anstieg der 
Chemoresistenz zu beobachten.7 Hierbei ist anzumerken, dass CAFs nicht immer auf 
Tumorzellen stimulierend wirken. Fujita et al. untersuchten die Veränderung der 
Proliferationsraten von Panc-1 Zellen von Mono- zu indirekten Ko-Kulturen. Panc-1 Zellen 
zeigten bei der Interaktion mit verschiedenen primären CAF-Kulturen einen Anstieg der 
Proliferationsrate und wurden von CAFs stimuliert.10 Mit anderen primären CAF-Kulturen war 
ein Abfall der Proliferationsrate von Panc-1 und eine durch CAFs induzierte Inhibition zu 
beobachten.10 Ein Erklärungsansatz für die in sich widersprüchliche Interaktion zwischen 
CAFs und Tumorzellen wurde in diesem Zusammenhang nicht genannt. Des Weiteren zeigte 
sich beim Vergleich des Therapieansprechens von CAF Mono- zu indirekten Ko-Kulturen ein 
höheres Ansprechen der primären CAFs bei den Ko-Therapien mit Gemcitabin plus nab-
Paclitaxel und Gemcitabin plus GSI.7 
Im Gegenteil zu Mono- und indirekten Ko-Kulturen gibt es nur wenige Untersuchungen, welche 
die Interaktion zwischen Tumorzellen und CAFs in direkten Ko-Kulturen untersuchen. So 
konnte in diesem Kultursystem eine deutlich gesteigerte Proliferationsrate der Tumorzellen im 
Vergleich zu Mono- oder indirekten Ko-Kulturen im unbehandelten Zustand festgestellt 
werden.10 Wie sich im Zuge dieser Arbeit herausstellte, zeigen die direkten Ko-Kulturen eine 
deutlich ausgeprägte Chemoresistenz (siehe Grafik 29).7 Die einzig wirksame Therapie der 
Ko-Kulturen war die Ko-Therapie mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel.7 Genau jenes 
Therapieregime, bei dem auch in der Klinik ein effektives Ansprechen bei der palliativen 
Behandlung des fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms beobachtet wird.8 Auffällig bei der 
mikroskopischen Inaugenscheinnahme der direkten Ko-Kulturen war die Kulturmorphologie. 
Entgegen der Mono- und indirekten Ko-Kulturen, wuchsen die Tumorzellen der direkten Ko-
Kulturen in Zellagglomeraten, die von CAFs in käfig-ähnlichen Strukturen umgeben wurden 
(siehe Grafiken 16 und 17).7 Eine solche Kulturmorphologie wurde bisweilen noch nicht für 
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Pankreaskarzinomzellen beschrieben und nur bei direkten Ko-Kulturen des nicht-kleinzelligen 
Bronchialkarzinoms beobachtet (siehe Grafik 31).127 
 
Grafik 31 Kristallviolettfärbung einer direkten Ko-
Kultur mit humanen CAFs der Lunge und humanen 
Karzinomzellen eines nicht-kleinzelligen 
Bronchialkarzinoms; Quelle: Ji X, Ji J, Shan F, Zhang 
Y, Chen Y, Lu X. Cancer-associated fibroblasts from 
NSCLC promote the radioresistance in lung cancer 
cell lines. Int J Clin Exp Med 2015;8:7002-7008127 
Als rein deskriptive Beobachtung ist anzumerken, dass die Ko-Kulturen mit der Tumorzelllinie 
Panc-1 größere Zellagglomerate als mit AsPC bildeten. Außerdem waren die direkten Ko-
Kulturen mit Panc-1 resistenter als mit AsPC (siehe Grafik 29). Demzufolge darf die Hypothese 
aufgestellt werden, dass nicht nur der direkte Zell-Zell-Kontakt sowie die von den CAFs 
produzierte Extrazellulärmatrix, sondern auch die käfig-ähnlichen Strukturen und deren Größe 
eine wichtige Rolle bei der Resistenzbildung der direkten Ko-Kulturen spielt. Hessmann et al. 
konnten einen exemplarischen Resistenzmechanismus gegen Gemcitabin in einem 
Mausmodell zeigen.128 Demzufolge führt eine geringere Expression des 
dephosphorylierenden Enzyms in CAFs, das die Umwandlung von Gemcitabinmonophosphat 
zurück zu Gemcitabin katalysiert, zu einer erhöhten intrazellulären Konzentration von 
Gemcitabinmetaboliten, einer geringeren Konzentration des Prodrugs Gemcitabin und damit 
zu einer verstärkte Aufnahme von Gemcitabin in die Zelle (siehe Grafik 4).128 Somit wird die 
extrazelluläre Konzentration von Gemcitabin im Tumorgewebe reduziert und der Effekt des 
Therapeutikums durch die vermehrte Aufnahme des Stromas auf Tumorzellen 
abgeschwächt.128 Bei Betrachtung der direkten Ko-Kulturen wäre ein solcher Mechanismus 
der Resistenzentwicklung nicht auszuschließen und durchaus plausibel. Ein weiterer 
möglicher Resistenzmechanismus der direkten Ko-Kulturen bieten amplifizierte Signalwege, 
die das Tumorwachstum, die Metastasierung und die Chemoresistenz begünstigen.9,10,16 Drei 
für das Pankreaskarzinom bekannte und sich gegenseitig beeinflussende Signalwege sind der 
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Hedgehog-, Wnt- und Notch-Signalweg, die allesamt für die Selbsterneuerung und 
Differenzierung der Tumorstammzellen, aber auch für die Tumorzellproliferation, 
Chemoresistenz und Tumorvaskularisierung von großer Bedeutung sind.34,129 In direkten Ko-
Kulturen konnte eine Amplifikation des Shh-Signalweges von Fibroblasten und Tumorzellen 
nachgewiesen werden.130  Zhou et al. zeigten, dass die Inhibition des Shh-Signalweges zur 
Aufhebung der in direkten Ko-Kulturen zu beobachteten Chemoresistenz führt.130 Eine 
reduzierte Chemoresistenz durch den Einsatz von Shh-Inhibitoren wurde ebenfalls in 
entsprechenden Mausmodellen von sowohl Thayer et al.131, als auch Bahra et al.132  
beschrieben. Auch der Wnt-Signalweg ist nachweislich im Pankreastumor amplifiziert.129 Eine 
Inhibition dieses Signalweges führte zu einer reduzierten Zellviabiliät in-vitro133 und einem 
reduzierten Tumorwachstum im Mausmodell.134 Ein weiterer in direkten Ko-Kulturen 
amplifizierter Signalweg ist der Notch-Signalweg.9,10 Ein Ziel dieser Arbeit war es die Rolle des 
Notch-Signalweges hinsichtlich der Chemoresistenz der direkten Ko-Kulturen zu untersuchen. 
Entgegen den ursprünglichen Erwartungen zeigte die Inhibition des Notch-Signalweges durch 
GSI jedoch keine therapeutische Wirkung und stattdessen ein Fortbestehen der 
Chemoresisistenz. Daher kann vermutet werden, dass der Notch-Signalweg eine eher 
untergeordnete Rolle bei der Resistenzentwicklung der Pankreastumoren der primär 
gewonnenen Proben spielt. Allerdings muss angemerkt werden, dass Notch-Inhibitoren nur 
bei einer Aktivierung des Signalweges wirken können. Tumoren sind teils sehr heterogen und 
nicht immer müssen sämtliche Signalwege aktiviert sein. So konnten Riedlinger et al. 
beispielsweise bei einer Expressionsanalyse von 50 Cholangiokarzinomresektaten nur in 48% 
der Fälle eine signifikante Aktivierung des Shh-Signalweges feststellen.135  Da die Aktivierung 
des Notch-Signalweges in den sechs primär gewonnen CAF-Kulturen nicht untersucht wurde, 
ist eine Verallgemeinerung der Resistenzentwicklung dieses Signalweges für das 
Pankreaskarzinom nur bedingt möglich. Bisweilen konnten Inhibitoren des Shh- und des 
Notch-Signalweges in klinischen Studien allerdings keine klaren Vorteile in der Behandlung 
des metastasierten Pankreaskarzinoms nachweisen16,37, weswegen deren therapeutischer 
Einsatz in der Praxis äußerst fraglich ist.  
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Abschließend lässt sich festhalten, dass der Einfluss von Stromazellen auf das 
Therapieansprechen von Pankreaskarzinomzellen in unterschiedlichen in-vitro 
Kultursystemen untersucht wurde. Die Gewinnung primärer Zellen aus dem 
Pankreaskarzinom wurde etabliert und ähnliche Ergebnisse zu anderen Arbeitsgruppen in der 
Isolierung erzielt. Durch die Messung der Zellviabilität in Mono-, indirekten und direkten Ko-
Kulturen konnte modellhaft gezeigt werden, dass die direkte Ko-Kultur von allen drei Systemen 
die klinische Realität am besten reflektiert.7 Der einzige therapeutische Effekt in direkten Ko-
Kulturen konnte bei dem in der Klinik effektivsten Therapieregime von Gemcitabin zusammen 
mit nab-Paclitaxel gezeigt werden.7 Spezifisch für die direkten Ko-Kulturen und daher in 
Zusammenhang mit der Chemoresistenz waren der direkte Zell-Zell-Kontakt, die 
Extrazellulärmatrix und die käfig-ähnlichen Strukturen.7 Ein wesentlicher Vorteil der 
Experimente war die Verwendung von nicht immortalisierten CAFs, die primär von 
Patientenresektaten aus dem OP gewonnen wurden. Für Tumorzellen wurde sich jedoch für 
etablierte und bekannte Tumorzelllinien entschieden, um eine Standardisierung und einen 
adäquaten Vergleich mit anderen Arbeiten zu ermöglichen. Die Verwendung von etablierten 
Tumorzelllinien kann jedoch gleichermaßen als Kritikpunkt angesehen werden, da primäre 
Tumorzelllinien eher das in-vivo Verhalten widerspiegeln.136 Ein weiterer Kritikpunkt der Arbeit 
ist die Tatsache, dass bei den direkten Zellkulturen die Zellviabilität des gesamten 
Zellagglomerates gemessen wurde. Eine Aussage hinsichtlich der veränderten Komposition 
von Tumor- und Stromazellen nach der Therapie kann somit nicht gemacht werden. Eine 
Möglichkeit, die zwei Komponenten der direkten Ko-Kultur zu differenzieren, wurde von Xu et 
al. vorgenommen. Durch eine GFP-Markierung konnte eine Chemoresistenz der 
Tumorzellkomponente gegen Gemcitabin bei direktem Zell-Zell-Kontakt mit CAFs 
nachgewiesen werden.137 Da CAF Monokulturen bereits eine deutliche Chemoresistenz in den 
Untersuchungen dieser Arbeit aufwiesen, ist daher anzunehmen, dass eine höhere 
Chemoresistenz beider Komponenten zu einer geringen Reduktion der Zellviabilität in den 
direkten Ko-Kulturen geführt hat. 
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Zudem konnte erstmalig eine Chemoresistenz von nicht immortalisierten CAF Monokulturen 
gezeigt und die intrinsische Therapieresistenz des Pankreasstromas beschrieben werden. Viel 
zu sehr wurde sich in den letzten Jahren auf den alleinigen Therapieeffekt von Tumorzellen 
konzentriert und die Komponente und Interaktion mit dem Stroma außer Acht gelassen. 
Während diverse Erklärungsansätze für die Resistenz von Tumorzellen und deren 
zugrundeliegenden Mechanismus existieren, sind vergleichbare Studien zur Untersuchung 
des Stromas nicht bekannt. Zudem ist unklar, warum eine Reduktion der Stromakomponente 
im Pankreastumor abhängig vom Therapeutikum sowohl mit einer Verbesserung42,43, als auch 
mit einer Verschlechterung67,69,70 des medianen Überlebens in Mausmodellen und klinischen 
Studien einhergehen kann. Um dahingehend ein besseres Verständnis zu erlangen, 
untersuchte die CONKO-001-Studie Charakteristika des Tumorstromas bei 162 Patienten. 
Dabei wurden sowohl die Stromadichte, als auch die Expression von α-SMA als zwei 
voneinander unabhängige Prognosefaktoren identifiziert.98 Während eine hohe Stromadichte 
mit einer besseren Prognose und einem längeren medianen Überleben korrelieren, geht eine 
hohe Expression von α-SMA mit einer schlechteren Prognose und einem kürzerem medianen 
Überleben einher.98,138 Gleiches wurde in einer kleineren Studie mit 57 Patienten von Torphy 
et al. beschrieben.99 Während das mediane krankheitsfreie Überleben bei niedriger 
Stromadichte 9 Monate betrug, stieg es bei hoher Stromadichte auf 19 Monate an (P = 
0,022).99 Es wird daher angenommen, dass das Stroma einerseits als immunologischer 
Abwehrmechanismus dient, den Tumor isoliert, vom Organismus und dessen Immunsystem 
abschirmt und die Progression eindämmt.98 Zudem hat normales Tumorstroma eine anti-
proliferative Wirkung auf Tumorzellen.6,139,140 Andererseits konnte nachgewiesen werden, dass 
α-SMA-positive CAFs eine pro-proliferative Wirkung auf Tumorzellen haben und eine 
Chemoresistenz induzieren können.59,82 In einem Mausmodell von Özdemir et al. führte die 
alleinige Depletion von α-SMA-positive CAFs zu einer deutlichen Reduktion des medianen 
Überlebens der Mäuse.67 Die sich teils widersprechenden Ergebnisse machen deutlich, wie 
kompliziert die Tumorphysiologie des Pankreastumors ist und dass eine erfolgreiche 
Tumortherapie nicht nur eine Stromareduktion, sondern auch die Komposition des 
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Tumorstromas auf entscheidende Weise beeinflussen muss. Dass das Tumorstroma selbst 
chemoresistent ist und dass der direkte Zell-Zell-Kontakt zwischen α-SMA-positiven CAFs mit 
Tumorzellen entscheidend für die Resistenzbildung gegen Chemotherapeutika ist, konnte 
durch die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlicht werden. Die Komplexität und das nur 
begrenzte Wissen über das Tumorstroma machen jedoch weitere Studien für das Erlangen 























Kapitel 5  Protokolle 
5.1           Kultivierung, Umsetzen und Ernten von Zellen 
Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium kultiviert, das mit 10% (v/v) fetalem Kälberserum, 
1% (v/v) Penicillin/Streptamycin und 110 µg/ml Cotrimoxazol zugesetzt wurde.  Zudem wurden 
die Zellen in entsprechend befeuchteten Inkubatoren bei 37°C und 5% CO2 gehalten. Für das 
Umsetzen und Ernten von Zellen wurde folgendes Protokoll verwendet: 
➢ Das Medium wurde aus der Kulturflasche abgenommen. 
➢ Die Kulturflasche wurde mit Phosphatpufferlösung (PBS) gespült, um das restliche 
Medium zu entfernen, und wieder aus der Kulturflasche abgenommen. 
➢ Trypsin/EDTA wurde zu der leeren Kulturflasche dazugegeben und für drei bis fünf 
Minuten inkubiert. 
➢ Anschließend wurde die Kulturflasche auf der Arbeitsbank abgeklopft, um die noch 
adhärenten Zellen zu lösen. 
➢ Unter dem Mikroskop wurde das Ablösen der Zellen beobachtet. 
➢ Sobald die Zellen nicht mehr adhärent waren, wurde RPMI 1640 Medium 
dazugegeben. 
➢ Das Zell/Medium/Trypsin/EDTA Suspensat wurde in ein Eppendorf Röhrchen überführt 
und für 5 Minuten bei 800 rpm zentrifugiert. 
➢ Nach dem Zentrifugieren wurde das Medium abdekantiert und das abgesetzte 








5.2           Zelllinien primärer CAFs 
Es wurden Proben von 50 Patienten entnommen und in Kultur gesetzt. Die Gewinnung von 
Primärkulturen erfolgte unter folgendem Protokoll: 
➢ Tumorgewebe wurde unmittelbar nach der Resektion in das Schnellschnittlabor der 
Pathologie des Virchow-Klinikums gebracht. 
➢ Ein Stück Tumor wurde innerhalb von einer Stunde vom Pathologen steril entnommen. 
➢ Tumorgewebe wurde in kaltes Medium RPMI + 10% PenStrep + 10% FBS + Cotrim 
überführt. 
➢ Tumorgewebe wurde mittels Skalpell mechanisch unter der Bench in ca. 1 mm3-große 
Würfel zerkleinert und die Zellen wurden in Suspension gebracht. 
➢ 3 x 7 ml dieser Suspension wurden in 3 kleine Kulturflaschen überführt und inkubiert. 
➢ 24 Stunden nach der Gewinnung wurden die Medien der drei kleinen Kulturflaschen 
gewechselt. 
5.3           Charakterisierung der CAFs 
Die Charakterisierung der CAFs erfolgte nach dem Protokoll von Fujita et al.10. Hierzu wurden 
6 Well-Platten mit CAFs mit einer Dichte von 1,5 x 104 Zellen pro Well besiedelt und folgendes 
Protokoll durchgeführt: 
➢ Zum Anwachsen wurden die Zellen für 24 Stunden in RPMI 1640 Medium inkubiert. 
➢ Anschließend wurde das Medium abgenommen und die Wells mit PBS gewaschen. 
➢ Es erfolgte eine Fixierung der Zellen mit Formaldehyd (4%) für 10 Minuten. 
➢ Die Wells wurden ein erneutes Mal mit PBS gewaschen. 
➢ Es wurde in jedes Well daraufhin eine Lösung von 0,2% Triton X-100 zur 2 Minuten 
Permeabilisierung der Zellen hinzugegeben. 
➢ Nach der Permeabilisierung wurden die Wells mit PBS gewaschen. 
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➢ Zu den in den Wells fixierten und permeabilisierten Zellen wurde eine 
Blockierungslösung (1% (v/v) fetales Kälberserum, 1% (v/v) bovines Serumalbumin) 
für 2 Stunden hinzugegeben. 
➢ Die Wells wurden erneut mit PBS gewaschen. 
➢ Pro Antikörpertest wurde jeweils ein Well als Positiv- und ein anderes als 
Negativkontrolle verwendet. Die Positivkontrolle wurde für 2 Stunden mit dem 
Antikörper inkubiert. Hierzu wurden die Antikörper in PBS mit entsprechendem 
Verdünnungsfaktor gelöst (Vimentin 1:500, GFAP 1:400, α-SMA 1:600). Die 
Negativkontrolle wurde zeitgleich für 2 Stunden mit PBS inkubiert.  
➢ Die Wells wurden mit PBS gewaschen 
➢ Zu allen Wells wurde ein Ani-Hase/Anti-Maus Biotinyllinker hinzugegeben und die 
Platten für 20-30 Minuten inkubiert. 
➢ Erneut wurden die Wells mit PBS gewaschen. 
➢ Zu allen Wells wurde ein Streptavidin-HRP Lösung hinzugegeben und diese für 20-30 
Minuten inkubiert. 
➢ Die Wells wurden mit PBS gewaschen. 
➢ Es erfolgte eine farbliche Entwicklung der Antikörper-positiven Zellen durch das DAB 
Chromogen unter dem Mikroskop. Während der Entwicklung wurde immer der 
Vergleich zur Negativkontrolle sichergestellt, damit das Chromogen nicht die 
Antikörper-negativen Zellen mit färbt. 
➢ Die Wells wurden mit PBS gewaschen. 
➢ Es erfolgte eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin für 10 Minuten und ein anschließendes 
Bläuen der Wells mit heißem Leitungswasser. 






5.4           Untersuchung der Zellviabilität in Monokulturen 
Die Zellviabilität der Monokulturen wurde mit dem XTT Zellproliferationsassay untersucht. 
Zuerst wurde das Kit für jede Zelllinie entsprechend der Herstelleranweisung kalibriert. 
Anschließend wurden folgende Schritte durchgeführt (siehe Grafik 12): 
➢ Für Monokulturen wurden Tumorzellen (AsPC, Panc-1) und CAFs mit einer Zelldichte 
von 1-2 x 104 Zellen pro Well in 96 Well-Platten ausgesetzt. 
➢ Zum Anwachsen wurden die Zellen für 24 Stunden in RPMI 1640 Medium inkubiert. 
➢ Nach 24 Stunden wurde das ursprüngliche Medium abgenommen und neues Medium 
mit entsprechendem Zusatz der Chemotherapeutika hinzugefügt. Die Konzentrationen 
der Chemotherapeutika wurden entsprechend variiert: 
o Gemcitabin    zwischen 0 und 1000 µM 
o nab-Paclitaxel   zwischen 0 und 50 µM 
o γ-Sekretaseinhibitor (GSI)  zwischen 0 und 50 µM. 
➢ Monokulturen wurden für 48 Stunden mit Therapeutika behandelt. 
➢ Nach 48 Stunden wurde das Medium abgenommen und die XTT-Reagenz mit einer 
Konzentration von 0,3 mg/ml nach Herstelleranleitung hinzugefügt. 
➢ Nach 6 Stunden Inkubationszeit der Monokulturen und der XTT-Reagenz wurde die 
Absorbanz bei einer Wellenlänge von 450 nm und 650 nm gemessen. 
➢ Die relative Absorbanz wurde aus der Differenz von Referenzwellenlänge (650 nm) 
und der Absorbanz bei einer Wellenlänge von 450 nm berechnet, womit die Absorbanz 
direkt mit der Zellviabilität und dem damit verbundenen therapeutischen Wirkungseffekt 
korreliert. 






5.5           Untersuchung der Zellviabilität in indirekten Ko-Kulturen 
Für Experimente der indirekten Ko-Kulturen wurden 24 Well-Platten mit Inlays mit einer 
Porengröße von 0,4 µm verwendet. Die entsprechend kleine Porengröße verhinderte 
Zellmigration und ermöglichte einen parakrinen Austausch von Peptiden und anderer löslicher 
Faktoren zwischen Tumor- und CAFs. Für das experimentelle Vorgehen wurden folgende 
Schritte abgehandelt (siehe Grafik 13): 
➢ Karzinomzellen (AsPC, Panc-1) wurden mit einer Dichte von 6 x 106 Zellen pro Well in 
das Well ausgesetzt. 
➢ Anschließend wurde das Inlay eingesetzt und mit Medium gefüllt. 
➢ CAFs wurden mit einer Dichte von 1 x 104 Zellen pro Inlay in das Inlay dazugegeben. 
➢ Die indirekte Ko-Kultur wurde für 24 Stunden inkubiert, genug Zeit für die 
Karzinomzellen am Wellboden und die CAFs an der Membran des Inlays anzuhaften. 
➢ Nach 24 Stunden wurde das Medium vom Well und Inlay entnommen und neues 
Medium mit entsprechendem Zusatz der Chemotherapeutika hinzugefügt. Die 
höchsten Konzentrationen der Chemotherapeutika wurden verwendet: 
o Gemcitabin     1000 µM 
o nab-Paclitaxel     50 µM 
o nab-Paclitaxel / Gemcitabin   50 µM / 1000 µM 
o γ-Sekretaseinhibitor (GSI)   50 µM 
o γ-Sekretaseinhibitor (GSI) / Gemcitabin  50 µM / 1000 µM. 
➢ Indirekte Ko-Kulturen wurden für 48 Stunden mit Therapeutika behandelt. 
➢ Nach 48 Stunden wurde das Medium vom Well und Inlay entnommen, die Inlays in 
eine gesonderte 24 Well-Platte umgesetzt und die XTT-Reagenz mit der Konzentration 
von 0,3 mg/ml nach Herstelleranleitung hinzugefügt. 
➢ Nach 6 Stunden Inkubationszeit wurden 150 µl aus jedem Well und jedem Inlay separat 
in eine 96 Well-Platte pipettiert und deren Absorbanz bei einer Wellenlänge von 450 
nm und 650 nm gemessen. 
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➢ Die Messung der Absorbanz erfolgte entsprechend der der Monokulturen. 
5.6           Untersuchung der Zellviabilität in direkten Ko-Kulturen 
Für die direkten Ko-Kulturen wurden Tumorzellen (AsPC, Panc-1) und CAFs zusammen in 96 
Well-Platten ausgesetzt. Analog zu Mono- und indirekten Ko-Kulturen wurden die Zellen 
inkubiert, den Therapeutika ausgesetzt und deren Zellviabilität gemessen (siehe Grafik 14): 
➢ Für die direkten Ko-Kulturen wurden Tumorzellen (AsPC, Panc-1) und CAFs 
zusammen in gleicher Anzahl (1:1) in 96 Well-Platten ausgesetzt. 
➢ Zum Anwachsen wurden die Zellen für 24 Stunden in RPMI 1640 Medium inkubiert. 
➢ Nach 24 Stunden wurde das Medium vom Well und Inlay entnommen und neues 
Medium mit entsprechendem Zusatz der Chemotherapeutika hinzugefügt. Folgende 
Konzentrationen der Chemotherapeutika wurden verwendet: 
o Gemcitabin     1000 µM 
o nab-Paclitaxel     50 µM 
o nab-Paclitaxel / Gemcitabin   50 µM / 1000 µM 
o γ-Sekretaseinhibitor (GSI)   50 µM 
o γ-Sekretaseinhibitor (GSI) / Gemcitabin  50 µM / 1000 µM. 
➢ Monokulturen wurden für 48 Stunden mit Therapeutika behandelt. 
➢ Nach 48 Stunden wurde das Medium abgenommen und die XTT-Reagenz mit einer 
Konzentration von 0,3 mg/ml nach Herstelleranleitung hinzugefügt. 
➢ Nach 6 Stunden Inkubationszeit der direkten Ko-Kulturen und der XTT-Reagenz wurde 
die Absorbanz bei einer Wellenlänge von 450 nm und 650 nm gemessen. 
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